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Předmluva 
 

Odhalování mechanizmů, jimiž buňky imunitního systému reagují na antigeny, lze 

zařadit mezi ty oblasti základního výzkumu, které nejen posouvají hranice obecného 

vědění, ale úzce se dotýkají též kvality lidského života. Z tohoto důvodu jsem si za 

objekt studia zvolil přenos signálu přes plazmatickou membránu žírných buněk – 

efektorů alergických reakcí. Výsledky práce mé a mých kolegů k tomuto tématu 

byly publikovány v následujících odborných článcích, které níže přikládám: 
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Jitka Štokrová, Helena Tolarová, Jan Korb and Petr Dráber. 

Eur. J. Immunol. 2004, 34: 2209-2219 

 

(B) Negative regulation of mast cell signaling and function by the 

adaptor LAB/NTAL.  

Petra Volná, Pavel Lebduška, Ľubica Dráberová, Šárka Šímová,  

Petr Heneberg, Michael Boubelík, Viktor Bugajev, Bernard Malissen, 

Bridget S. Wilson, Václav Hořejší, Marie Malissen and Petr Dráber.  

J. Exp. Med. 2004, 200: 1001-1013 

 

(C) Topography of plasma membrane microdomains and its 

consequences for mast cell signaling.  
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and Petr Dráber. 

Eur. J. Immunol. 2006, 36: 2795-2806  

 

(D) Regulation of Ca2+ signaling in mast cells by tyrosine-

phosphorylated and unphosphorylated non-T cell activation  

linker, NTAL.  

Ľubica Dráberová, Gouse Mohiddin Shaik, Petra Volná,  

Petr Heneberg, Magda Tůmová, Pavel Lebduška, Jan Korb  

and Petr Dráber.  

Journal of Immunology, odesláno (květen 2007)  

 

(E) Topography of signaling molecules as detected by electron 

microscopy on plasma membrane sheets isolated from nonadherent 

mast cells.  
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Dráber. 

Journal of Immunological Methods, odesláno (červen 2006) 
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Použité zkratky a upřesnění pojmů 

 

BCR:  Receptor lymfocytů B (B cell receptor) 

BMMC:  Žírné buňky odvozené z kostní dřeně (Bone marrow-derived mast cells) 

DIG:  Membrány obohacené o glykosfingolipidy a nerozpustné v Tritonu  

(Detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched membranes) 

DRM:  Membrány rezistentní k detergentu (Detergent-resistant membranes) 

FAK: Kináza fokálních adhezí (Focal adhesion kinase) 

FcαR (I):  Receptor imunoglobulinu A, typ I  

FcγR (I, II, III): Receptor imunoglobulinu G, typ I, II, III 

FcεR (I, II):  Receptor imunoglobulinu E, typ I, II 

FGF:  Růstový faktor fibroblastů (Fibroblast growth factor) 

FRET:  Přenos energie fluorescenční rezonancí (Fluorescence resonance 

energy transfer) 

GPI:   Glykozylfosfatidylinozitol, glykozylfosfatidylinozitolový 

GM-CSF Faktor stimulující kolonie granulocytů a makrofágů  

(Granulocyte-macrophage colony stimulating factor) 

Ig:   Imunoglobulin 

IFN:  Interferon 

IL:   Interleukin 

ITAM:  Imunoreceptorový tyrozinový aktivační motiv 

ITIM:  Imunoreceptorový tyrozinový inhibiční motiv 

MAPK:  Mitogenem aktivovaná proteinkináza  

MAPKK:  Kináza mitogenem aktivované proteinkinázy (Mitogene-activated  

protein kinase-kinase) 

MIRR:  Víceřetězcový rozpoznávací imunoreceptor (Multichain immune 

recognition receptor 

NGF:  Nervový růstový faktor (Nerve growth factor) 

PI3K:  Fosfatidylinozitol-3 kináza 

PLC:  Fosfolipáza C 

RBL:  Krysí bazofilní leukemie (Rat basophilic leukemia) 

SCF:  Faktor kmenových buněk (Stem cell factor) 

TC:  Cytotoxický lymfocyt T 

TCR:  Receptor lymfocytů T (T cell receptor) 

TGF:  Transformující růstový faktor (Transforming growth factor) 

TH:  Pomocný lymfocyt T 

TIFF:  Plovoucí frakce nerozpustná v Tritonu (Triton-insoluble 

floating fraction) 

TLR:  Receptor podobný molekule Toll (Toll-like receptor) 

TNF:  Faktor nekrózy nádorů (Tumor necrosis factor) 

TReg:  Regulační lymfocyt T

Zkratky a upřesnění pojmů 
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(Ostatní netradiční shluky písmen, ač původně vznikly většinou rovněž jako zkratky, 

používám jako vžité odborné termíny a tedy je zde neuvádím.) 

 

 

Kolokalizace (vztaženo k plazmatické membráně) – míněn preferenční výskyt 

jednoho antigenu v oblasti výskytu antigenu druhého, nikoliv náhodný výskyt obou 

na tomtéž místě. 

 

Neadherentní buňky – nepřisedající během svého růstu ke dnu kultivačních nádob 

určených pro tkáňové kultury.   

 

 

 

 

   

 

Zkratky a upřesnění pojmů 
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Úvod 

 

I)   Organizace plazmatické membrány 

 

Plazmatická membrána slouží jako víceúčelové biologické rozhraní zásadní 

důležitosti, které určuje a aktivně udržuje složení vnitrobuněčného prostředí a 

zprostředkovává dialog mezi buňkou a okolím. Tato informační funkce plazmatické 

membrány je již řadu let předmětem intenzivního výzkumu, který pomalu odkrývá 

strukturní a funkční pozadí transmembránové komunikace. Ukazuje se, že v těchto 

procesech nejsou možná klíčové ani tak samy proteiny, jako jejich spolupráce 

s lokálním lipidickým prostředím - fenomén spjatý s pojmem „lipidové rafty“. 

 

Původní představa o lipidových raftech 

 

 Když v roce 1972 Singer a Nicolson publikovali „model tekuté mozaiky“ 

týkající se organizace plazmatické membrány, kladli důraz na laterální mobilitu 

jednotlivých proteinů v rámci dvojrozměrné lipidické fáze. Plazmatická membrána 

se jevila víceméně jako rovinný orientovaný roztok amfipatických proteinů 

v lipidové dvojvrstvě (Singer a Nicolson, 1972). Postupně se však začal prosazovat 

model, ve kterém lipidy plazmatické membrány na základě rozdílných vlastností 

svých hydrofóbních řetězců bočně segregují a spontánně tak tvoří soustavu 

membránových domén (Klausner a kol., 1980; Karnovsky a kol., 1982). Pozornost 

přitahovaly zejména shluky sfingolipidů s vmezeřeným cholesterolem, o nichž se 

předpokládalo, že tvoří jakési relativně rigidní ostrůvky, lipidové rafty, které plují 

jako kry v okolním fluidním prostředí plazmatické membrány tvořeném fosfolipidy 

s nenasycenými acylovými řetězci. Význam těchto raftů byl spatřován v transportu 

určitých samovolně vytříděných proteinů do konkrétní oblasti plazmatické 

membrány nebo příslušných organel, a byla jim též přisouzena důležitá signalizační 

role (Brown a Rose, 1992; Simons a Ikonen, 1997; Simons a Toomre, 2000; Dykstra 

a kol., 2003).  

 Podle této hypotézy působí lipidové rafty v rovině plazmatické membrány 

jako specifické kompartmenty sdružující zejména molekuly, které obsahují nasycené 

lipidické řetězce nebo řetězce s dvojnou vazbou v konfiguraci trans, tedy například  

palmitylované proteiny a extracelulární proteiny zakotvené pomocí glykozylfosfati-

dylinozitolu (GPI), uplatňují se však též interakce aminokyselin proteinového 

řetězce s lipidickými složkami raftů (Obr. 1). Imunoreceptory skupiny MIRR 

(„víceřetězcové rozpoznávací imunoreceptory“), jako TCR lymfocytů T, BCR 

lymfocytů B nebo FcεRI žírných buněk, s lipidovými rafty v klidovém stavu téměř 

neasociují, ale agregace těchto proteinů, která iniciuje přenos signálu přes 

plazmatickou membránu a následné signalizační kaskády, způsobuje současně 

Úvod: Původní představa o lipidových raftech 
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stabilizaci jejich kontaktu s raftovými kompartmenty. Podle tohoto modelu se v 

lipidových raftech nacházejí aktivátory a substráty signalozomů imunoreceptorů 

skupiny MIRR (kinázy rodiny Src, palmitylované transmembránové adaptorové 

proteiny), zatímco negativní regulátory jsou vyloučeny.* Raft může být též funkčním 

pojítkem mezi extracelulárními receptory zakotvenými přes GPI a signalizačními 

molekulami asociovanými s intracelulárním listem plazmatické membrány (Langlet 

a kol., 2000; Dykstra a kol., 2003; Hořejší a kol., 1999).   

 Na počátku konceptu lipidových raftů stály studie prováděné na umělých 

membránách, které prověřily základní teze hypotézy o segregaci molekul v rámci 

planární orientované lipidické směsi (Klausner a kol., 1980; Sankaram a Thompson, 

1990a; Sankaram a Thompson, 1990b; Sankaram a Thompson, 1991; Sankaram a 

kol., 1992; McIntosh a kol., 1992; Dietrich a kol., 2001). Výsledky z těchto 

modelových systémů ale nelze přímo aplikovat na popis chování skutečné 

plazmatické membrány, tedy soustavy proteinů a lipidů o mnohem větší komplexitě, 

kde rovněž podstatnou roli mohou hrát například interakce s podmembránovým 

cytoskeletem.   

  Široce používaným metodickým přístupem studia lipidových raftů se stala 

izolace tak zvaných DRM – membránové frakce vykazující zvýšenou rezistenci 

k působení neiontových detergentů (Brown a Rose, 1992). Kolem pojmu DRM 

(„membrány rezistentní k detergentu“) vznikly terminologické zmatky, které ostatně 

provází celou hypotézu lipidových raftů. V obecném významu DRM představují 

membránový izolát vzniklý částečnou lýzou buňky neiontovým detergentem, a je 

proto zapotřebí specifikovat podmínky (druh detergentu, jeho koncentraci, teplotu), 

za kterých byl preparát získán. Často však bývá tento termín omezován na 

membránové izoláty připravené pomocí Tritonu X-100 při 4°C, pak bývají 

označovány též TIFF („plovoucí frakce nerozpustná v Tritonu“). DRM nelze 

zaměňovat s lipidovými rafty, neboť jsou produktem izolace, zatímco rafty 

předpokládáme jako reálné struktury plazmatické membrány. Přesto se tak často 

dělo a termíny DIG („membrány nerozpustné v detergentu a obohacené o 

glykosfingolipidy“) nebo GEM („membrány obohacené o glykosfingolipidy“) 

bývaly rovněž ztotožňovány jak s lipidovými rafty, tak s DRM. Východiskem 

z terminologické krize je pojímat lipidové rafty jako membránové domény bohaté na 

cholesterol a sfingolipidy a izolovatelné v podobě DRM (Langlet a kol., 2000; 

London a Brown, 2000; Brown a London, 2000). 

 Extrakce frakcí plazmatické membrány pomocí detergentu je bezesporu 

užitečným přístupem, který poskytuje informace o rozdílné tendenci příslušných 

membránových proteinů asociovat s určitým lipidickým prostředím, a získané 

                                                 
* Situace je však mnohem složitější. Například tyrozinová fosfatáza CD45, důležitý pozitivní 

regulátor signalizace přes MIRR, se raftů spíše straní, což koreluje se sníženou aktivitou jejích 

substrátů – kináz rodiny Src, které rafty preferují. Za jistých okolností je CD45 kinázám rodiny Src i 

negativním regulátorem. Podstatná je optimální míra kontaktu těchto tyrozinkináz s CD45 a ostatními 

komponentami signální kaskády v dynamickém vyváženém procesu. (Rodgers a Rose, 1996; Montixi 

a kol., 1998; Penninger a kol., 2001; Zhang a kol., 2005 ).         

Úvod: Původní představa o lipidových raftech 
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výsledky plně zapadají do konceptu lipidových raftů, nepředstavují však samy o 

sobě dostatečný důkaz jejich reálné existence, neboť aplikace detergentu je 

výrazným zásahem do biofyzikálních vlastností plazmatické membrány (Mayor a 

Maxfield, 1995; Heerklotz, 2002). Pomocí metody FRET („přenos energie 

fluorescenční rezonancí“) se nicméně podařilo prokázat i v plazmatické membráně 

živých buněk tvorbu proteinových agregátů, které závisely na přítomnosti 

cholesterolu a na GPI kotvě, nikoliv na samotném bílkovinném řetězci. Průměr 

těchto domén byl méně než 70 nm (Varma a Mayor, 1998). Podobné závěry 

vyplynuly z experimentu s kovalentním spojováním těsně asociovaných proteinů 

zakotvených přes GPI (Friedrichson a Kurzchalia, 1998). Také charakteristiky 

lokální difůze membránových proteinů potvrdily, že přítomnost cholesterolu vede 

k tvorbě relativně stabilních domén o průměru přibližně 13-40 nm, v nichž jsou 

obsaženy předpokládané raftové proteiny, zatímco ostatní proteiny difundují v méně 

viskózním prostředí (Pralle a kol., 2000). Ukotvení pomocí modulů myristyl-

palmityl nebo palmityl-palmityl vede k agregaci v závislosti na cholesterolu, ale 

prenylované proteiny agregují za tvorby domén odlišných a na cholesterolu 

nezávislých (Zacharias a kol., 2002). 

 Pomocí fluorescenčních derivátů lipidů s nasycenými nebo nenasycenými 

řetězci bylo možné sledovat rozložení rigidnějších ostrůvků i fluidních oblastí 

plazmatické membrány jak v detailu, tak v rámci celé buňky. Organizované lipidické 

oblasti nedifundovaly volně, ale určitým směrem, a jejich příležitostný vznik nebo 

zánik se odehrával na konkrétních místech, pravděpodobně ve vztahu k vazbě 

cytoskeletu. Větší zastoupení těchto domén vykazovaly oblasti adheze, 

mezibuněčných kontaktů a panožek (Schütz a kol., 2000; Gaus a kol., 2003).    

 Zdá se, že existence lipidických heterogenit raftového typu není omezena jen 

na živočišné buňky, ale že analogický strukturně-funkční mechanismus využívají i 

rostliny a houby, byť s drobnými odlišnostmi spjatými s rozdíly v lipidickým složení 

a v poměru sterolů a sfingolipidů k membránovým proteinům (Xu a kol., 2001; 

Bagnat a Simons, 2002; Martin a kol., 2005; Bhat a Panstruga, 2005; Opekarová a 

kol., 2005). 
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Obr. 1:   Některé z tak zvaných „markerů lipidových raftů“ a jejich zakotvení 

v plazmatické membráně.  

A) Lyn, Fyn, Lck, podjednotka α G proteinu, raftlin. B) GAP-43/B-50. C) H-ras, N-

ras. D) NAP-22. E) Kaveolin, flotilin (reggie). Počet palmitylů a myristylů je u této 

skupiny variabilní. F) LAT, NTAL (LAB, LAT2), PAG (Cbp), LIME.  

G) MAL/VIP17, BENE, plazmolipin, hemaglutinin, prominin. Pro tuto skupinu jsou 

podstatné specifické interakce mezi transmembránovou doménou a molekulami 

tvořícími rafty. V případě hemaglutininu navíc trojí palmitylace (nevyznačeno).  

H) CD14, CD16, CD48, CD55, CD59, Thy-1 (CD90). Povaha GPI jednotek se 

může lišit. 

(Cinek a Hořejší, 1992; Resh, 1994; Pérez a kol., 1997; Scheiffele a kol., 1997; Arni 

a kol., 1998; Frank a kol., 1998; Corbeil a kol., 2001; Dunphy a kol., 2001; Epand a 

kol., 2001; Chatterjee a Mayor, 2001; Dykstra a kol., 2003; Saeki a kol., 2003; Pike, 

2004; Pizzo a Viola, 2004; Navarro a kol., 2004; Roy a kol., 2005; Langhorst a kol., 

2005)                 
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Nové pojetí lipidových raftů   

 

 Navzdory tomu, že se podařilo i v plazmatické membráně živých buněk 

dokázat existenci domén o vlastnostech připisovaných lipidovým raftům (viz výše), 

vyskytly se též obdobně průkazné studie, které jejich významnější zastoupení 

v klidové membráně (bez vyvolané agregace) zpochybňují nebo dokládají jejich 

překvapivě malé rozměry (Kenworthy a Edidin, 1998; Kenworthy a kol., 2000; 

Vrljic a kol., 2002; Glebov a Nichols, 2004; Kenworthy a kol., 2004; Sharma a kol., 

2004). Postupně se začal formovat model, který byl současně alternativou i 

prohloubením původní hypotézy lipidových raftů. Předpokládá existenci 

kondenzovaných komplexů cholesterolu a sfingolipidů, které se stávají základními 

stavebními kameny raftů, a přisuzuje proteinům podstatnou roli při organizaci 

lipidických struktur. 

 I když byl koncept kondenzovaných komplexů založen na pozorování 

chování směsí cholesterolu a sfingolipidů v umělých membránách, stal se dobrým 

východiskem k vysvětlení struktury a dynamiky organizovaných domén plazmatické 

membrány (Radhakrishnan a McConnell, 1999; Radhakrishnan a kol., 2000; 

Anderson a McConnell, 2001; Anderson a McConnell, 2002; Anderson a Jacobson, 

2002). Kondenzované lipidické komplexy mohou být v plazmatické membráně 

přítomny jako individuální entity obsahující pouhých 15-30 molekul, které jsou však 

schopny za určitých podmínek snadno vytvořit separovanou fázi. Lipidové rafty tak 

mohou vznikat nahloučením příslušných membránových proteinů komunikujících 

s okolní membránou prostřednictvím lipidického pláště tvořeného kondenzovanými 

komplexy. Opláštění raftových proteinů v klidovém stavu však samo o sobě 

pravděpodobně podléhá dynamickému procesu asociace a disociace (Anderson a 

Jacobson, 2002).   

 Působení extracelulárního vazebného elementu (protilátky, ligandu) na 

raftotvorné molekuly vyvolává vznik stabilizovaných domén vyčleněných z okolní 

fluidní fáze. Tyto domény mohou sdružovat též intracelulární komponenty 

asociované díky preferenci stejného lipidického prostředí a vázat se na cytoskelet 

(Hammond a kol., 2005; Mayor a kol., 1994; Thomas a kol., 1994; Harder a kol., 

1998; Suzuki a Sheetz, 2001). Zatímco rafty klidové membrány představují zřejmě 

drobné a nestabilní struktury, které vznikají a zanikají v řádu nanosekund, vazba 

stabilizátoru pravděpodobně způsobí redukci tepelného pohybu, čímž umožní 

asociaci dalších molekul. Tyto sekundární raftové struktury se od primárních 

nestabilních raftů zásadně liší komplexitou (jak vyšší počet molekul, tak i jejich 

druhů), dobou trvání (v řádu minut) i velikostí (desítky nanometrů nebo i více) a 

zpravidla plní specifické signalizační funkce (Subczynski a Kusumi, 2003; Kusumi a 

kol., 2004; Kusumi a kol., 2005) (Obr. 2). V širším slova smyslu lze za podskupinu 

stabilizovaných raftů považovat i kaveoly nebo flotilinové domény, jejichž strukturu 

zpevňují agregáty speciálních membránových proteinů (Navarro a kol., 2004; 

Langhorst a kol., 2005; Bauer a Pelkmans, 2006). 
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 Podle modelu heterogenity raftů vyvolané indukovaným přizpůsobením 

(„The induced-fit model of raft heterogeneity“) vede rozdílná tendence raftových 

proteinů interagovat s raftovými lipidy k plastickému zformování takové 

membránové domény, jejíž struktura a obsah vychází z optimálního uspořádání 

souboru jednotlivých konstituentů. Agregací více proto-raftů tak může vzniknout 

raft o rozdílných vlastnostech, než měly jeho prekurzory, například vyloučením 

některých molekul a zahrnutím jiných, což ve svém důsledku může vést k dalším 

přestavbám dané domény (Pike, 2004). Tento teoretický koncept přináší možnou 

odpověď na otázku, proč například rozdílné proteiny zakotvené přes GPI mohou 

formovat rozdílné raftové útvary (Madore a kol., 1999; Wang a kol., 2002) – i malá 

odlišnost v kotvícím modulu nebo ve sterickém působení proteinových jednotek by 

mohla k tomu být dostatečným impulzem.  

 Ukazuje se, že pro specifickou lokalizaci GPI proteinů v rámci plazmatické 

membrány je podstatná také jejich glykozylace (Pang a kol., 2004; Ermini a kol., 

2005). Přináší to další rozměr do možných mechanismů regulace lipidových raftů, 

jako doplnění ke vlivům modifikací lipidické kotvy (reverzibilní palmitylace, 

odštěpení proteinu od GPI), lipidického složení (modulace podílu cholesterolu a 

ostatních lipidů v plazmatické membráně), spektra membránových proteinů 

(rozdílná exprese) a vnějších vlivů (mezibuněčné kontakty, vazba volných ligandů). 

Stabilita těchto domén také může záviset na kovalentních i nekovalentních 

proteinových interakcích, ke kterým dojde již v Golgiho aparátu (Paladino a kol., 

2004). V některých případech může podstatnou roli při asociaci proteinu s raftovými 

lipidy či jinými doménami plazmatické membrány hrát i spolupůsobení 

regulovatelných lipidických modifikací a alosterických efektů v rámci proteinové 

jednotky (Hancock, 2003; Rotblat a kol., 2004; Roy a kol., 2005).  

 Postupně je tedy odkrýván komplexní organizační a signalizační systém 

plazmatické membrány, v němž značnou (ale nikoliv jedinou) roli hrají dynamické 

domény proteinů a lipidů označované ze setrvačnosti jako lipidové rafty. Protože ale 

je vzájemné působení proteinů a lipidů v procesu formování raftů oboustranné a 

vzájemně podmiňující, je v současné době pojem „lipidové rafty“ stále více 

nahrazován výrazem „membránové rafty,“ který bychom však neměli zaměňovat 

s obecnějším termínem „membránové mikrodomény.“ V roce 2006 byla na 

sympoziu ve Steamboat Springs přijata pracovní definice membránových raftů: 

„Membránové rafty jsou malé (10-200 nm), heterogenní, vysoce dynamické domény. 

Jsou obohacené* o steroly a sfingolipidy a kompartmentalizují buněčné procesy. 

Malé rafty někdy mohou být stabilizovány do rozsáhlejších platforem pomocí 

interakcí proteinů s proteiny i s lipidy.“ (Pike, 2006). Jedná se však pouze o pokus 

překlenout terminologické rozpory. Příroda nezná hranice mezi uměle zavedenými 

kategoriemi a fenomén dynamických heterogenit plazmatické membrány nebyl 

dosud zcela vysvětlen, proto se lze nadít ještě dalších zvratů v jeho pojetí. 

                                                 
* Vhodnější termín by byl bohaté. 
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Obr. 2:   Schematický pohled na rovinu plazmatické membrány podle 

reformovaného modelu lipidových raftů.  

Ve fluidní fázi membránových lipidů (a) se nacházejí proteiny, které toto prostředí 

preferují (b), avšak také takové, které se z něj v dynamickém procesu vydělují 

pomocí interakcí s kondenzovanými komplexy lipidů za tvorby přechodných 

nestabilních lipidových raftů (c). Účinkem ligandu dochází ke stabilizaci lipidového 

raftu (d), na jehož periferii vzniká přechodná zóna nestabilně asociovaných proteinů 

a lipidů (e).  

(Anderson a Jacobson, 2002; Subczynski a Kusumi, 2003) 
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II)  Žírné buňky jako model přenosu signálu 

      přes plazmatickou membránu 

 

Žírné buňky (mastocyty) patří mezi modelové buněčné typy, na nichž jsou 

zkoumány mechanismy přenosu signálu přes plazmatickou membránu savčích 

buněk. Tato obliba odráží jak jejich roli v patologii atopických alergií, které se 

stávají vážným celospolečenským problémem, tak možnost sledovat dobře pozoro-

vatelné reakce na definovaný vnější podnět, a to v horizontu sekund, minut i hodin.    

 

Role žírných buněk v organizmu  

 

 Žírné buňky vznikají postupnou diferenciací krvetvorných kmenových 

buněk, jako nezralé prekurzory putují krevním řečištěm a svůj vývoj dokončují 

v cílových tkáních pod vlivem specifického prostředí. Tento proces není dosud 

uspokojivě objasněn, stejně jako vztah žírných buněk k bazofilním granulocytům, 

které často bývají označovány za jejich cirkulující obdobu. V myší slezině se  

podařilo identifikovat buněčný typ myeloidního původu, z něhož bylo možné 

vypěstovat jak mastocyty, tak bazofilní granulocyty a u člověka byl prokázán 

společný specifický prekurzor mastocytů a monocytů, nicméně stále není vyloučeno, 

že se žírné buňky vyvíjejí také z multipotentních progenitorů mimo myeloidní linii 

(Arinobu a kol., 2005; Kirshenbaum a kol., 1999; Chen a kol., 2005; Sonoda a kol., 

1983). Pokusy in vitro ukázaly, že proliferace a diferenciace žírných buněk závisí na 

spolupůsobení cytokinů SCF, IL-3 (a někdy též IL-4) za podpory IL-9 a IL-10, 

zatímco GM-CSF a IFN-γ diferenciaci mastocytů inhibují a TGF-β působí proti 

jejich proliferaci. Také další cytokiny (TNF-α, IL-6, NGF aj.) se mohou podílet na 

tvorbě podmínek, které směřují k vývoji rozdílných typů žírných buněk. SCF není 

pro žírné buňky jen růstovým a diferenciačním faktorem, ale též jedním z 

chemoatraktantů a stimulátorem jejich aktivního zakotvení ve tkáních (Metcalfe a 

kol., 1997; Okayama a Kawakami, 2006).  

 Zdá se, že rozdíly v lokálním prostředí na jednotlivých místech organismu 

vedou ke vzniku mnoha specializovaných populací žírných buněk lišících se ve své 

morfologii i funkci. Při nejhrubším dělení bývají ale obvykle rozlišovány jen dva 

základní typy mastocytů – pojivové a slizniční – popsané u hlodavců, ale mající své 

analogie i v lidském organismu. Pojivové mastocyty z myší peritoneální dutiny 

dosahují velikosti 10-20 μm a jejich vývoj přímo nezávisí na lymfocytech T. Oproti 

tomu myší slizniční mastocyty z tenkého střeva dosahují velikosti pouze 5-10 μm, 

na lymfocytech T jsou závislé a od pojivových se odlišují též obsahem sekrečních 

granulí (jiný typ chymázy a proteoglykanů, o řád méně histaminu, zato přítomen 

leukotrien C4). Lidská obdoba pojivových mastocytů (tzv. typ tryptázový-

chymázový sekretující více rozdílných neutrálních peptidáz) se vyskytuje především 

v kůži, zatímco obdoba myších slizlizničních mastocytů (tzv. typ tryptázový) obývá 
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zejména tkáň plicních alveolů a tenkého střeva (Metcalfe a kol., 1997). Sama 

peritoneální dutina u člověka ale za normálních okolností žírné buňky neobsahuje. 

Prostorová a funkční organizace mastocytárního systému hlodavců a lidí je rozdílná 

a poznatky získané pomocí jednoho modelu nelze proto automaticky aplikovat na 

druhý. Myší žírné buňky se například v mnoha ohledech víc než lidským 

mastocytům blíží lidským bazofilům (Bischoff, 2007; Falcone a kol., 2006).   

 Nejznámější rolí žírných buněk je obrana tělních povrchů proti bakteriím a 

mnohobuněčným parazitům (Obr. 3). Vazba antigenu (alergenu) na specifické 

molekuly imunoglobulinu E asociované s membránovým receptorem FcεRI vede 

k vylití obsahu cytoplazmatických váčků do extracelulárního prostředí (k degra-

nulaci). Uvolněné proteázy přímo či nepřímo poškozují povrch parazita a rozkládají 

komponenty mezibuněčné hmoty, zvyšují permeabilitu cév, stimulují produkci slizu 

a ovlivňují aktivitu některých cytokinů, hormonů a nervových působků; ve 

spolupráci s heparinem mají vliv na srážení krve. Žírné buňky mohou také 

stimulovat buněčnou adhezi, pozitivně působit na eozinofily i na proliferaci 

epitelových buněk a fibroblastů. Sekretovaný histamin způsobuje lokální stahy 

hladké svaloviny dýchacího a trávicího traktu (čímž přispívá k vypuzení 

nežádoucího cizorodého organismu) a ovlivňuje průsvit cév; peptidy 

kathelicidinového typu mají antimikrobiální účinky. Stimulované žírné buňky 

vzápětí pomocí arachidonových metabolitů a spektra cytokinů vytváří prostředí 

alergického zánětu. Díky receptorům TLR mastocyty reagují na patogeny i bez 

závislosti na mechanismech adaptivní imunity. Lze je označit za předsunuté hlídky, 

které v sobě spojují bezprostřední aktivní obranu ohrožené tkáně s organizováním 

následné komplexní ochrany. S touto rolí souvisí i udržování integrity tělních 

povrchů podporou hojení ran a angiogeneze (Metcalfe a kol., 1997; Marshal, 2004).     

 Žírné buňky jsou důležitými modulátory imunitních reakcí. Sekrecí cytokinů 

IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-15 a IL-16 podporují lymfocyty TH2 a B, tedy 

tvorbu protilátek, rovněž však mohou produkcí IFN-γ, IL-12 a IL-18 působit 

pozitivně na lymfocyty TH1 a tím na zánětlivou imunitní odpověď. Vedle 

zánětlivých mediátorů (TNF-α, IL-1β) uvolňují protizánětlivé (IL-10, TGF- β), 

pomocí chemoatraktantů rovněž lákají jak lymfocyty TH1 (IL-8), tak TH2 (CCL5). 

Konkrétní průběh reakce zjevně závisí na okolnostech jejího vzniku a na předchozím 

specifickém vývoji dané populace mastocytů. Žírné buňky též mohou sloužit jako 

buňky prezentující antigen a současně k této funkci pomáhají dendritickým buňkám. 

Do místa alergického zánětu podle potřeby lákají neutrofily a eozinofily, umožňují 

jejich prostup cévní stěnou a prodlužují jejich životaschopnost, účastní se též boje 

proti virům spoluprácí s lymfocyty TC. Tvoří významný regulační průsečík adaptivní 

a vrozené imunity (Marshall, 2004; Frossi a kol., 2004; Galli a kol., 2005a; Galli a 

kol., 2005b). 

 Poněkud kontroverzní je vztah žírných buněk k rakovinnému bujení. Myši se 

sníženým množstvím mastocytů vykazují rychlejší růst implantovaných nádorů a 

rovněž tak přítomnost mastocytů v lidském prsním nádoru je spojena s dobrou 
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prognózou. Zdá se však, že například v případě melanomů (člověk, pes), 

venerických nádorů (pes) nebo karcinomu žaludku (člověk) žírné buňky spíše škodí 

díky své podpoře angiogeneze novotvaru, je však předčasné vynášet definitivní 

soud. Množství výsledků týkajících se žírných buněk a rakoviny je značné, ale jejich 

interpretace obtížná, neboť často naráží na nejasnosti v experimentálním kontextu 

studia nádorů (Burtin a kol., 1985; Rajput a kol., 2007; Toth-Jakatics a kol., 2000; 

Mukaratirwa a kol., 2006a; Mukaratirwa a kol., 2006b; Kondo a kol., 2006; 

Őzdemir, 2006).  

 Ukazuje se, že se mastocyty také účastní dialogu mezi imunitním a 

nervovým systémem. Periferní nervová vlákna uvolňují mediátory, které místně 

působí na celou řadu kožních buněk (žírné buňky, dendritické buňky, keratinocyty, 

buňky cévní výstelky aj.) a jsou jimi též zpětně ovlivňována. Žírné buňky na 

periferní neurony působí nejen pomocí svých neuropeptidů, ale například též sekrecí 

TNF posilují lokální inervaci pokožky i škáry a svými proteázami modulují účinky 

neuronálních mediátorů na průběh zánětu. Podobnou regulační funkci na oblasti 

průniku vlivů místního a nervového stresu plní také ve sliznicích gastrointestinálního 

a dýchacího traktu. Podařilo se též prokázat přímý vliv mastocytů na centrální 

nervový systém. Patří mezi nemnoho druhů krvinek, které pronikají 

hematoencefalickou bariérou i u zdravých jedinců a osídlují mozek. Svou 

degranulací mohou způsobit aktivaci hormonální dráhy hypothalamus-hypofýza-

nadledvinky, pravděpodobně jako součást obrany těla při expozici alergenu. 

Současně představují mechanismus dočasné přestavby konkrétních oblastí mozku 

v odpověď na humorální podněty, například během období páření, a to jak u savců, 

tak u ptáků. Žírné buňky v tomto procesu slouží jako místně specifický  

indukovatelný zdroj neuromodulátorů, jejichž spektrum závisí na daném živočišném 

druhu. V neposlední řadě mastocyty ovlivňují funkce cévního systému mozku 

(Scholzen a kol., 1998; Luger, 2002; Kakurai a kol., 2006; Van Nassauw a kol., 

2007; Dimitriadou a kol., 1994; Mawdsley a Rampton, 2005; Edvinsson a kol., 

1977; Silver a kol., 1996; Matsumoto a kol., 2001; Kovacs a Larson, 2006).  

 Vzhledem k mnohostrannému zapojení žírných buněk do regulačních 

mechanismů tělesné imunity je pochopitelné, že neoptimální nastavení tohoto 

systému může mít dalekosáhlé následky na zdravotní stav jedince, například vyústit 

ve vážné případy alergické přecitlivělosti a astmatu. I když lze vysledovat vliv 

genetických faktorů na dispozice k alergickým onemocněním, zdá se, že mnohem 

zásadnější je vklad nevhodného životního prostředí. Přechod od vesnického způsobu 

života k městskému přesvědčivě koreluje s nárůstem alergií v geneticky shodné 

populaci. Ve hře je zřejmě souhra absence expozice přirozeným antigenům vnějšího 

prostředí v dětství s vystavením působení znečištění (zplodiny nedokonalého 

spalování, prachové částice vázající rizikové alergeny) a stresu. Přitom se zdá, že 

samotné znečištění životního prostředí ve městech má na vznik alergické 

přecitlivělosti menší vliv než vysoká životní úroveň zkoumaných osob. Statisticky 

významným rizikovým faktorem pro dítě je také například rozvod rodičů, kupodivu 

Úvod: Role žírných buněk v organismu 



 19 

narozdíl od úmrtí v rodině. Alergie jsou také podporovány estrogeny ze znečištěného 

životního prostředí (Bateman a Jithoo, 2007; Martinez, 2007; Sozanska a kol., 2007; 

van Ree a Yazdanbakhsh, 2007; Semic-Jusufagic a kol., 2006; Bockelbrink a kol., 

2006; Narita a kol., 2007).   

 Anafylaktický šok způsobený náhlou systemickou degranulací mastocytů a 

bazofilních granulocytů v odpověď na alergeny některých hmyzích a hadích jedů 

býval přičítán patologickému působení těchto buněk, neboť se jedná o stav mnohdy 

akutně ohrožující život. Na myším modelu se však podařilo prokázat protektivní roli 

takto masivně sekretovaných proteáz vůči vlastním účinkům toxinů. Ve svém 

důsledku tak anafylaktický šok ohrožoval myši méně než sám jed, mohlo by se tedy 

jednat o specifický obranný mechanismus (Metz a kol., 2006). Tato zajímavá 

hypotéza však zatím nebyla potvrzena na lidském modelu.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3: Interakce žírných buněk při obraně tělních povrchů. 

Sekrece baktericidních látek a proteáz, stimulace epitelu, podpora hojení ran, 

podpora peristaltiky, bronchokonstrikce, vytváření bolestivých podnětů, zvýšení 

prostupnosti cév a ovlivnění srážlivosti krve, chemotaxe a aktivace bílých krvinek. 

(Podrobně: Bischoff, 2007) 
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Signalizační kaskády žírných buněk 

 

Dráha receptoru KIT a reakce na cytokiny  

 KIT je příkladem transmembránového receptoru s tyrozinkinázovou aktivitou 

v oblasti cytoplazmatické domény. Vyzba cytokinu SCF („faktor kmenových 

buněk“) z extracelulárního prostředí vede k dimerizaci a vzájemné mnohočetné 

fosforylaci receptorů KIT. Na fosforylovaná místa mohou nasedat adaptorové 

proteiny Shc a Grb2, fosfolipáza Cγ, nebo fosfolipidová kináza PI3K. Shc a Grb2 

iniciují kaskádu proteinů RAS, RAF a mitogenem aktivovaných kináz, což, společně 

s působením kinázy PI3K, vede k transkripci genů řídících buněčný růst, 

diferenciaci, chemotaxi a produkci cytokinů, k čemuž přispívá i aktivace kináz 

rodiny JAK, které fosforylují proteiny STAT. Tyto proteiny po fosforylaci  

dimerizují a translokují do jádra, kde působí jako transkripční faktory. Stimulovaný 

receptor KIT také prostřednictvím tyrozinkináz rodiny Src (zvláště Fyn) řídí 

reorganizaci cytoskeletu. Signalizace přes receptor KIT má zásadní význam pro růst, 

vývoj a zrání žírných buněk, současně ale též posiluje jejich efektorové funkce 

podporou kaskády závislé na imunoglobulinu E (IgE)  

(Obr. 4) (Tsai a kol., 1991; O´Farrell a kol., 1996; Gilfillan a Tkaczyk, 2006; 

Samayawardhena a kol., 2007). 

 Receptory interleukinů IL-3 a IL-5 jsou tvořeny heterodimerem specifické 

vazebné podjednotky α a společné podjednotky β, která po stimulaci receptoru 

asociuje s tyrozinkinázami rodin Src a JAK a je jimi fosforylována, čímž poskytne 

vazebná místa pro komponenty následné signalizace, které se rovněž účastní 

proteiny STAT a probíhá obdobným způsobem, jako v případě receptoru KIT. 

Podobné mechanismy buňka využívá též pro ostatní cytokiny, s rozdíly 

v podjednotkové skladbě receptorů, typu následných signalizačních molekul 

(zejména kináz rodiny JAK a proteinů STAT) i ve výsledném účinku (Velazquez a 

kol., 2000; Suzuki a kol., 2000; Ding a kol., 2003; Gilfillan a Tkaczyk, 2006).   

 

Aktivace zprostředkovaná IgE 

 Vysokoafinitní receptor imunoglobulinu E, FcεRI, se skládá ze čtyř 

transmembránových podjednotek. Zatímco podjednotka α je orientována 

extracelulárním směrem a váže konstantní konce molekul IgE, podjednotka β a 

dimer podjednotek γ ve svých intracelulárních doménách obsahují fosforylovatelná 

vazebná místa ITAM („imunoreceptorové tyrozinové aktivační motivy“). Narozdíl 

od receptoru KIT nemá FcεRI vlastní tyrozinkinázovou aktivitu a je odkázán na 

asociaci kináz rodiny Src, zejména Lyn a Fyn. Vazebnou specifitu vůči antigenům 

propůjčuje receptoru teprve IgE, které svým způsobem slouží jako pátá podjednotka 

receptoru. Navázání tohoto imunoglobulinu na FcεRI však není jen pasivním 

senzitizačním krokem, ale současně stimulem, který vyvolává sekreci některých 

cytokinů, zvýšenou životaschopnost buňky a její adhezi k extracelulární matrix, 

někdy též vede k degranulaci. Mechanismus účinku IgE není dosud uspokojivě 
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objasněn, ale zdá se, že pro zabránění klasické aktivaci je důležitá role inozitolové 

fosfatázy SHIP (Kinet, 1999; Kalesnikoff a kol., 2001; Lam a kol., 2003; Kitaura a 

kol., 2003; Kawakami a kol., 2005). 

Agregace FcεRI pomocí interakce vázaného IgE a antigenu vede k fosforylaci 

motivů ITAM v podjednotkách β a γ tyrozinkinázami rodiny Src (Lyn, Fyn). Zřejmě 

se jedná o spolupůsobení kináz přisedlých k částěčně fosforylovanému receptoru a 

těch, které s FcεRI asociovaly mechanismem stabilizace lipidových raftů.  

Fosforylovaná podjednotka β, na kterou se váží kinázy Lyn a Fyn, slouží jako 

důležitý amplifikátor signálu, ale má též modulační funkci, neboť Lyn při nadměrné 

stimulaci receptoru působí i jako negativní regulátor. V současné době se ukazuje 

také význam kinázy Hck a spolupůsobení různých členů rodiny Src v procesu 

aktivace žírných buněk (Xiao a kol., 2005; Hong a kol., 2007). Pro optimální 

signalizaci je rovněž podstatná souhra tyrozinových kináz s fosfatázami, a tyto děje 

jsou ovlivňovány reaktivními sloučeninami kyslíku, které se uvolňují v průběhu 

mnoha imunitních reakcí (Heneberg a Dráber, 2002; Heneberg a Dráber, 2005). 

Fosforylované podjednotky γ receptoru FcεRI mají zásadní důležitost pro další 

přenos informace. Nasedá na ně cytoplazmatická tyrozinkináza Syk, která vzápětí 

fosforyluje transmembránové adaptorové proteiny LAT a NTAL nebo 

cytoplazmatický adaptor SLP76, čímž z nich vytvoří ohniska následných 

signalizačních kaskád, zahrnujících například aktivaci fosfolipáz Cγ, fosfolipidové 

kinázy PI3K, proteinkináz C a A, kaskády proteinu Ras a mitogenem aktivovaných 

kináz aj. (Podrobně: Gilfillan a Tkaczyk, 2006; Kraft a Kinet, 2007; Simeoni a kol., 

2005). Výsledkem je degranulace, přestavba cytoskeletu, produkce arachidonových 

metabolitů a transkripce genů (například pro syntézu cytokinů). Jedná se o 

antigenně-adaptivní odnož mastocytárních efektorových mechanismů.         

 

Aktivace zprostředkovaná Thy-1 a jinými proteiny s GPI kotvou 

 Glykoprotein Thy-1 (CD90), zakotvený do plazmatické membrány pomocí 

GPI, představuje důležitý prvek regulace fyzických interakcí rozličných buněčných 

typů. Jeho přirozeným ligandem (a současně receptorem) jsou některé integriny, ale 

umělá agregace Thy-1 pomocí specifické protilátky vyvolává u žírných buněk děje 

podobné aktivaci prostřednictvím FcεRI. Dochází k mobilizaci vápenatých iontů, 

sekreci mediátorů i k fosforylaci celé řady proteinů, byť s nižší intenzitou než 

v případě stimulace FcεRI. Zřejmě se jedná o proces, ve kterém zásadní roli hraje 

stabilizace lipidových raftů sdružujících tyrozinkinázy rodiny Src a palmitylované 

transmembránové adaptorové proteiny (Rege a Hagood, 2006; Dráberová a Dráber, 

1993; Surviladze a kol., 2001). Podobný efekt má na žírné buňky též agregace jiného 

proteinu zakotveného přes GPI, Tec-21. Ukazuje se, že dimerizace některých GPI 

proteinů (Thy-1, Tec-21, CD48) vede k neapoptotické expozici fosfatidylserinu na  

buněčném povrchu, zatímco u jiných (karcinoembryonální antigen) tomu tak není. 

Tyto experimenty jsou ale zatím v počátcích a fyziologická relevance aktivace 

mastocytů prostřednictvím GPI není dosud objasněna. Přinejmenším v některých 

Úvod: Signalizační kaskády žírných buněk 



 22 

případech se může jednat o důležitý mechanismus, neboť například CD48 je jedním 

z receptorů, pomocí nichž žírné buňky reagují na kontakt bakterií (Hálová a kol., 

2002; Smrž a kol., 2007; Muñoz a kol., 2003).  

 

Adhezivní receptory  

 Exprese specifických sad adhezivních molekul má zásadní důležitost pro 

uchycení žírných buněk v cílových tkáních v závislosti na procesu diferenciace a 

maturace. Tyto molekuly rovněž obecně slouží jako receptory, které mastocytům 

poskytují kostimulační signály pro aktivaci. Jejich expozice na buněčném povrchu je 

regulována spektrem cytokinů, a dochází k ní též v odpověď na stimulaci kaskád 

vedoucích k aktivaci efektorových funkcí žírných buněk. Některé adhezivní 

molekuly se uplatňují při vazbě extracelulární matrix (VLA-4 = integrin α4β1, VLA-

5 = integrin α5β1, vitronektinový receptor = integrin αvβ3, v kůži též VLA-3 = 

integrin α3β1), jiné v mezibuněčných kontaktech (ICAM-1, ICAM-2, leukosialin, 

LFA-1, LFA-3, u nezralých žírných buněk integrin α4β7). Mezi adhezivní molekuly 

patří i výše uvedený glykoprotein Thy-1 kontaktující integriny, nebo KIT, který 

může vázat membránovou formu cytokinu SCF. Ukotvení žírné buňky pomocí 

adhezivních receptorů vyústí v reorganizaci cytoskeletu, fosforylaci některých 

signalizačních molekul, redistribuci cytoplazmatických sekretorických váčků a 

přípravu k degranulaci. Těchto dějů se účastní paxilin a kináza fokálních adhezí 

FAK (Hamawy  a kol., 1994; Smith a Weis, 1996; Okayama, 2000). 

 

Jiné receptory žírných buněk 

 Pro roli žírných buněk v neadaptivní imunitě jsou velice důležité receptory 

rodiny TLR („Toll-like receptors“), které reagují na mikrobiální a virové 

komponenty, jako jsou lipopeptidy (rozpoznávané TLR1), peptidoglykan (TLR2, 

TLR6), dvouřetězcová RNA (TLR3), lipopolysacharidy a F-protein respiratorního 

syncitiálního viru (TLR4). Heterodimerizace receptorů TLR1 a TLR6 s TLR2 

poskytuje buňce rozšíření reakčních možností. V lidských mastocytech byl popsán 

také TLR7, který rozpoznává jednořetězcovou virovou RNA, a TLR9, odpovídající 

na bakteriální DNA. Agregace receptorů TLR ligandem je spojena s procesem 

stabilizace lipidových raftů. Cytokinové prostředí může změnit expresi jednotlivých 

receptorů TLR a naopak stimulace TLR vyvolává sekreci specifických cytokinů, 

které směřují k obraně těla vůči mikroorganismům nebo virům, nejedná se však o 

degranulaci. Podobnou reakci vyvolá kontakt patogena obaleného složkami 

komplementové kaskády (C3b, C4b) s příslušnými receptory komplementu nebo 

agregace molekul IgG vázaných na receptory Fcγ, v těchto případech však dochází 

též k degranulaci a uvolnění proteáz a histaminu (Marshal, 2004; Dolganiuc a kol., 

2006).  

 Neurotransmitery, chemokiny a chemotaktické fragmenty komplementu žírná 

buňka rozpoznává pomocí receptorů z rodiny heterotrimerických G-proteinů. Stejný 

systém využívá i na detekci adenozinu a sfingozin 1-fosfátu. Vazba ligandu vede 
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k disociaci podjednotky Gα od receptorového komplegu Gβγ. Tato podjednotka poté 

prostřednictvím  fosfolipázy Cβ stimuluje kaskády vedoucí k sekreci některých 

cytokinů a podporující (nebo též vyvolávající) degranulaci. Exprese chemokinových 

receptorů se mění v závislosti na stupni maturace mastocytu a naopak jejich ligandy 

vývoj žírných buněk ovlivňují (Forsythe a Befus, 2003; Marshal, 2004; Gilfillan a 

Tkaczyk, 2006). 

Žírné buňky (na rozdíl od bazofilů) exprimují nejen výše uvedený 

vysokoafinitní (FcεRI ), ale také homotrimerický nízkoafinitní receptor pro IgE 

(FcεRII, CD23), jehož role je však u nich dosud nejasná. Studie na jiných buněčných 

typech naznačují, že by se mohl účastnit například prezentace antigenu, není to ale 

zatím víc než jen domněnka (MacGlashan a kol., 1999; Montagnac a kol., 2005; 

Getahun a kol., 2005). Mastocyty také mohou vázat IgG, a to pomocí různých 

receptorů Fcγ, jejichž zastoupení závisí na buněčném typu a daném organismu.                                    

Nízkoafinitní receptory FcγRIIIA, FcγRIIA, FcγRIIB a FcγRIIC pro účinnou vazbu 

potřebují agregaci ligandu, exprese vysokoafinitního receptoru FcγRI je v lidských 

žírných buňkách indukovatelná, v myších popsán nebyl. Některé z receptorů Fcγ 

(FcγRIIA, FcγRIIC, FcγRI, FcγRIII) díky aktivačním motivům ITAM, přítomným 

v cytoplazmatických doménách svých podjednotek, signalizaci stimulují podobným 

způsobem, jako FcεRI, oproti tomu FcγRIIB díky inhibičním motivům ITIM váže 

inozitolovou fosfatázu SHIP a signalizaci tlumí. Tato supresivní funkce FcγRIIB ale 

závisí na spolupráci aktivačních receptorů (Malbec a Daëron, 2007; Bruhns a kol., 

2005). Receptor imunoglobulinu A, FcαRI, může žírné buňce poskytnout tlumivé 

signály, i když obsahuje aktivační motiv ITAM. Zřejmě se tak děje vazbou fosfatázy 

SHP1. U řady inhibičních receptorů (PIRB, MAFA, LIR1, MAIR1, LMIR1 aj.) 

mechanismus účinku nebo fyziologická role dosud vyjasněny nejsou (Kraft a Kinet, 

2007).   
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Obr. 4: Zjednodušený model souhry aktivace žírných buněk drahami receptorů 

KIT a FcεRI. 

Fosforylace agregovaných receptorů FcεRI (tyrozinkinázou Lyn nebo Fyn) a KIT 

(autofosforylace) vede k vytvoření signalizačních ohnisek iniciujících specifickou 

transkripci genů. Na rozdíl od kaskády receptoru FcεRI, kaskáda vedoucí od KIT 

neposkytuje dobré podmínky pro degranulaci, avšak podporuje ji.                  

(Gilfillan a Tkaczyk, 2006; Kraft a Kinet, 2007) 
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Cíle 

 
Záměrem této práce bylo přispět k upřesnění představy o funkční organizaci 

plazmatické membrány leukocytů s užitím topografických přístupů na modelu 

žírných buněk, což současně znamenalo obohacení znalostí o samotných žírných 

buňkách a prohloubení metodického aparátu. Soustředil jsem se na řešení těchto 

dílčích otázek: 

 

-   Jak izolovat listy plazmatické membrány z neadherentních žírných buněk 

BMMC? 

Zavedenou metodu izolace (a značení) membránových listů z adherentních buněk  

(Sanan a Anderson, 1991) lze dobře aplikovat na leukemickou linii žírných buněk 

RBL, ale ne na netransformované neadherentní žírné buňky BMMC. Vzhledem 

k tomu, že topografie signalizačních molekul na membránových listech 

netransformovaných mastocytů nebyla známa, bylo vhodné vyvinout metodu izolace 

těchto listů z neadherentních buněk.  

(Řešeno v článku E.) 

 

-   Jaká je povaha signalizačních ohnisek agregovaného receptoru FcεRI?  

Na buňkách RBL byl popsán model signalizace žírných buněk zahrnující tvorbu 

rozsáhlých (přibližně 200 nm) domén receptoru FcεRI (Wilson a kol., 2002). 

Otázkou však zůstávalo, zda je tvorba těchto domén jednou z podmínek dostatečné 

aktivace žírných buněk, nebo spíše jevem druhotným. Odpověď mohla 

přinést analýza buněk aktivovaných dimerizací FcεRI, nebo jiného typu mastocytů.  

(Řešeno v článcích A, E.) 

 

-   Jak je na plazmatické membráně distribuován adaptorový protein NTAL a jaký 

je jeho topografický vztah k adaptoru LAT, receptoru FcεRI a glykoproteinu  

Thy-1?  

Analýza vzájemné topografie adaptorových proteinů LAT a NTAL, které patří spolu 

s Thy-1 mezi typické markery lipidových raftů, a porovnání jejich lokalizace vůči 

agregovanému FcεRI  a Thy-1, mohla mnohé vypovídat nejen o přenosu signálu 

mezi receptory žírných buněk a adaptorovými proteiny, ale i o povaze systému 

lipidových raftů v plazmatické membráně.  

(Řešeno v článcích B, C, E.) 

 

-   Nevede změna exprese proteinu NTAL k tvorbě atypických struktur 

v plazmatické membráně?  

Výsledky spoluautorů ukázaly, že NTAL působí jako negativní regulátor aktivace 

žírných buněk. Bylo tedy vhodné vědět, zda se nadměrná nebo snížená exprese 
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tohoto proteinu neprojeví v plazmatické membráně netypickou lokalizací 

signalizačních molekul. 

(Řešeno v článku D.)  

 

-   Jaká je povaha domén glykoproteinu Thy-1?  

Rozličná data naznačovala značnou nezávislost markerů lipidových raftů 

v plazmatické membráně a hovořila proti představě těchto domén jako spontánních 

koagregátů více druhů signalizačních molekul. Vzájemná lokalizace dvou strukturně 

vysoce podobných izoforem proteinu Thy-1 (Thy-1.1 a Thy-1.2) mohla naznačit, 

jakým způsobem jsou v plazmatické membráně organizovány domény Thy-1. 

(Řešeno v článku C.) 
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Metody 

 
Stěžejním přístupem k dosažení vytyčených cílů se stala analýza topografie 

signalizačních molekul na izolovaných listech plazmatické membrány pomocí 

transmisní elektronové mikroskopie. Tomu předcházely předběžné experimenty 

(nepublikováno) zahrnující purifikaci protilátek, ověření jejich specifity a reaktivity 

v závislosti na použitém fixativu a první přiblížení topografickým změnám na 

plazmatické membráně při aktivaci žírných buněk za rozlišení fluorescenční 

mikroskopie. Na tomto místě uvádím jen stručný přehled těch přístupů, které jsem 

používal sám. Pro detailní informace o jednotlivých technikách odkazuji čtenáře na 

metodické oddíly přiložených článků.       

 

- Kultivace žírných buněk 

(Kultivována krysí leukemická linie RBL-2H3 a žírné buňky BMMC odvozené 

z kostní dřeně.)  

 

- Měření úrovně degranulace žírných buněk 

(Detekce sekretované β-glukuronidázy.) 

 

- Purifikace protilátek; příprava buněčných lyzátů; immunoblotting; fluorescenční 

mikroskopie 

(Králičí polyklonální protilátka anti-NTAL izolována imunoafinitně na 

rekombinantním proteinu NTAL.) 

 

- Příprava a značení izolovaných listů plazmatické membrány; elektronová 

mikroskopie; digitalizace dat; statistické vyhodnocení 

(Souřadnice imunoznaček převedeny do digitální formy pomocí programu 

Ellipse [ViDiTo; Košice, SR] a statisticky zpracovány programem GOLD nebo 

algoritmy skupiny Bridget Wilson z University of New Mexico s využitím 

systému MATLAB [MathWorks; Natick, USA].) 
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Výsledky 

 
Shrnuty v následujících článcích: 

 

(A)   Signaling assemblies formed in mast cells activated via Fcε receptor I 

dimers. 

Eur. J. Immunol. 2004, 34: 2209-2219. 

 

(B)   Negative regulation of mast cell signaling and function  

by the adaptor LAB/NTAL. 

J. Exp. Med., 2004, 200: 1001-1013. 

 

(C)   Topography of plasma membrane microdomains  

and its consequences for mast cell signaling.  

Eur. J. Immunol, 2006, 36: 2795-2806. 

 

(D)   Regulation of Ca2+ signaling in mast cells by tyrosine-

phosphorylated and unphosphorylated non-T cell activation linker, 

NTAL.  

Journal of Immunology, odesláno (květen 2007). 

 

(E)   Topography of signaling molecules as detected by electron 

microscopy on plasma membrane sheets isolated from nonadherent mast 

cells.  

Journal of Immunological Methods, odesláno (červen 2007). 

 

Tyto práce cituji pod názvem „článek A, B, C, D, E“. Pokud nebude uvedeno jinak, 

týkají se výsledky zmiňované v oddílech Diskuse a Závěry autora dizertace.   
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Diskuse 

 
Na počátku té aktivace žírných buněk, která je závislá na IgE a vede ke 

spuštění efektorových mechanizmů alergických reakcí, stojí agregace receptoru 

FcεRI. Biochemickými přístupy (částečnou lýzou neiontovým detergentem a 

imunoprecipitací) je možné analyzovat řadu molekul, které se v tomto procesu 

účastní přenosu signálu přes plazmatickou membránu, a fluorescenční mikroskopie 

nebo skenovací elektronová mikroskopie poskytují data umožňující rámcovou 

představu o organizaci ohnisek těchto signalizačních kaskád, jak dokládá řada prací 

(Field a kol., 1995; Kihara a Siraganian, 1994; Saitoh a kol., 2000; Holowka a kol., 

2000; Barker a kol., 1998; Stump a kol., 1988). Detailní pohled na rovinu 

plazmatické membrány žírných buněk však přinesla až aplikace metody izolace 

membránových listů zkoumatelných pomocí transmisní elektronové mikroskopie 

(Wilson a kol., 2000). Získané výsledky vypovídaly o tom, že aplikace antigenu vede 

u žírných buněk linie RBL k vytvoření poměrně rozsáhlých primárních 

signalizačních domén (o průměru až několik set nm), na jejichž periferii se nacházejí 

sekundární signalizační domény, které informaci přebírají a předávají dál. Primární 

domény mimo jiné zahrnují agregáty receptoru FcεRI, asociovanou 

cytoplazmatickou kinázu Syk, adaptory Grb2 a Gab2, komponenty klathrinového 

endocytického aparátu nebo fosfolipázu Cγ2. Jejich tvorbu provází disociace 

tyrozinkinázy Lyn od receptorového komplexu. Sekundární signalizační domény 

tvoří agregáty transmembránového adaptorového proteinu LAT a obsahují například 

fosfolipázu Cγ1. Fosfolipidová kináza PI3K se vyskytuje v obou typech domén 

(Wilson a kol., 2000; Wilson a kol., 2002).  

Použil jsem metodu izolace a imunospecifického značení membránových listů 

k tomu, abych porovnal signalizační ohniska vzniklá po dimerizaci receptoru FcεRI 

se strukturami tvořenými po multimerizaci FcεRI zprostředkované antigenem. Jak 

bylo možno očekávat, aplikace antigenu vedla ke vzniku rozsáhlých (obvykle 

přibližně 200 nm) agregátů receptoru, kolokalizujících s tyrozinkinázou Syk a 

adaptorem Grb2, tedy struktur odpovídajících dříve popsaným primárním 

signalizačním doménám. Dimerizace receptoru monoklonální protilátkou 5.14 se 

oproti tomu na dané detekční úrovni na topografii signalizačních molekul nijak 

neprojevila – jejich distribuce odpovídala situaci na neaktivovaných buňkách. 

Nebyla pozorována kolokalizace FcεRI a Grb2, avšak koncentrace Grb2 na 

plazmatické membráně signifikantně vzrostla, byť méně, než v případě aktivace 

antigenem (článek A). Také asociace receptoru s komponentami lipidových raftů po 

jeho dimerizaci vzrostla, podobně jako fosforylace signalizačních proteinů, 

mobilizace vápenatých iontů a sekrece obsahu cytoplazmatických váčků. Tyto 

procesy sice opět byly méně výrazné než v případě multimerizace receptoru, přesto 

však řádově srovnatelné (článek A, spoluautoři). Nepoměr mezi topografickými 

změnami membránových molekul a výslednými aktivačními účinky byl zřejmý a 
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stavěl rozsáhlé receptorové agregáty do pozice struktur postradatelných pro vlastní 

efektorové funkce žírných buněk a odrážejících snad spíše proces útlumu a odklízení 

signalizačních komponent jako odpověď na multimerizaci receptoru FcεRI. Bylo to 

v souladu se skutečností, že nadměrná koncentrace antigenu při aktivaci žírných 

buněk RBL koreluje se snížením intenzity degranulace a vede k tvorbě rozsáhlých 

domén FcεRI v závislosti na aktinovém cytoskeletu (Seagrave a kol., 1991). Zdá se, 

že roli zpětnovazebného regulátoru reagujícího na přílišné nahloučení a stimulaci 

receptoru FcεRI by mohla hrát fosfolipidová fosfatáza SHIP (Gimborn a kol., 2005) 

a ubiquitinová ligáza Cbl, která  byla vizualizována jako součást rozsáhlých 

primárních signalizačních domén FcεRI (Gustin a kol., 2006; Wilson a kol., 2002).  

Otázkou zůstávalo, zda k formování takto výrazných aktivačně-inhibičních 

domén dochází na žírných buňkách při multimerizaci receptoru FcεRI obecně, nebo 

zda se jedná o jev specifický pro nádorovou linii RBL. Tato linie sice díky svému 

adherentnímu růstu poskytuje dobré podmínky pro izolaci membránových listů, ale 

jako modelový představitel žírných buněk je značně diskutabilní. Problém relevance 

výsledků topografických analýz na plazmatické membráně buněk RBL vyžadoval 

zahrnout do studií přirozenější reprezentanty žírných buněk – primární izoláty nebo 

krátkodobé kultiváty. Aplikaci klasické metody preparace membránových listů 

(Sanan a Anderson, 1991) však v případě těchto buněk bránila jejich neadherentnost, 

proto bylo zapotřebí metodu zdokonalit. 

Na základě empirických poznatků z dětských let o schopnosti vazby 

živočišných buněk na skleněné povrchy jsem se rozhodl blíže zkoumat možnosti 

užití čistého skla při izolaci membránových listů z žírných buněk BMMC, 

kultivovaných z kostní dřeně. Zjistil jsem, že za určitých podmínek (vhodným 

způsobem vyčištěná a skladovaná sklíčka, buňky v pufru o nulovém nebo nízkém 

obsahu proteinů) také neadherentní leukocyty přilnou ke skleněnému povrchu tak 

efektivně, že je možné z nich snadno získat membránové listy a provádět 

topografické studie takového rozsahu, jako v případě studií využívajících klasickou 

metodu Sanana a Andesona (Sanan a Anderson, 1991) založenou na adhezivním 

růstu buněk. Tím bylo možné vyhnout se potenciálně riskantním imobilizačním 

krokům (jako je dlouhodobá inkubace s polylyzinem, dlouhodobá expozice nízkým 

teplotám) zavedeným jinými autory pro izolaci membránových listů 

z neadherentních lymfocytů T (Schade a Levine, 2002; Lillemeier a kol., 2006).  

Adsorpce buněk BMMC na sklo měla řadu výhod. Byla rychlá (1 min.), jednoduchá, 

nezpůsobovala arteficielní degranulaci, nevyžadovala chlazení buněk ani funkčnost 

aktinového cytoskeletu. Abych prověřil vlastnosti takto izolovaných membrán, 

zavedl jsem jiné dva postupy přípravy membránových listů z neadherentních buněk, 

které však sloužily jen jako kontrola, neboť byly méně praktické než metoda 

založená na adsorpci ke sklu. První přístup spočíval ve vazbě žírných buněk na 

komponenty extracelulární matrix, ke které docházelo po senzitizaci buněk pomocí 

IgE (založeno na poznatku Lam a kol., 2003), tedy využíval specifického 

mechanismu, druhý přístup redukoval adsorpční krok na minimum, neboť spočíval 
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v pouhém přitlačení suspendovaných buněk na mikroskopickou síťku. Jelikož jsem 

mezi membránovými listy připravenými výše uvedenými způsoby neshledal žádné 

rozdíly v morfologii membrán ani v topografických změnách receptoru FcεRI 

v průběhu buněčné aktivace, využil jsem metodu založenou na adsorpci ke sklu  

k rutinnímu zkoumání topografie signalizačních molekul žírných buněk BMMC 

(článek E). 

Zjistil jsem, že denzita receptoru FcεRI na plazmatické membráně buněk 

BMMC je vůči buňkám RBL přibližně poloviční (článek E). To by mohlo 

vysvětlovat skutečnost, že optimální degranulace buněk BMMC je způsobována 

nižší koncentrací antigenu než v případě buněk RBL (článek B, spoluautoři; článek 

A, spoluautoři). Proto jsem k aktivaci buněk BMMC používal jak koncentraci 

optimální pro buňky BMMC, tak tu optimální pro RBL, aby srovnání 

topografických změn receptoru FcεRI na obou buněčných typech mělo vyšší 

vypovídací hodnotu. Obě koncentrace kupodivu způsobily u buněk BMMC 

srovnatelnou internalizaci receptoru, která odpovídala internalizaci na buňkách RBL. 

O to překvapivější bylo zjištění, že multimerizace receptoru FcεRI na buňkách 

BMMC, na rozdíl od linie RBL, nevyvolává tvorbu jeho rozsáhlých nahloučenin.  

Na neaktivovaných buňkách obou buněčných typů bylo možné FcεRI detekovat jako 

klastry o srovnatelné velikosti, které však v případě buněk RBL internalizovaly za 

přechodné tvorby výrazných agregátů, zatímco domény FcεRI na BMMC 

endocytovaly bez viditelného nárůstu velikosti. Celková míra internalizace byla u 

obou typů srovnatelná, ale lokální dynamika se zásadně lišila, neboť buňky BMMC 

preferovaly více drobných ohnisek, zatímco buňky RBL ohniska větší, ale menšího 

počtu (článek E). Ukázalo se tedy, že vžitá představa o primárních signalizačních 

doménách žírných buněk jako rozsáhlých agregátech receptoru FcεRI, založená na 

leukemické linii RBL (Wilson a kol., 2001; Wilson a kol., 2002), nepředstavuje 

obecný jev a možná nemusí odpovídat fyziologické realitě. Primární signalizační 

ohniska buněk BMMC jsou mnohem menší a doménám FcεRI na buňkách RBL se 

podobají až v případě, že multimerizace receptoru proběhne za stavu podchlazení 

(4°C) (článek E). 

Sekundární signalizační domény žírných buněk byly popsány jako agregáty 

transmembránového adaptoru LAT, poskytující strukturní a funkční základ pro 

přenos signálu do nitra buňky (Wilson a kol., 2001; Wilson a kol., 2002). Velice 

podobným adaptorovým proteinem žírných buněk se ukázal být NTAL (Brdička a 

kol., 2002), jehož topografie na úrovni elektronové mikroskopie byla dosud 

neznámá. Analyzoval jsem membránové listy buněk RBL a prokázal, že NTAL je na 

plazmatické membráně distribuován v klastrech o stejné morfologii jako vykazují 

domény proteinu LAT a (rovněž podobně jako LAT) je možno jej nalézt při okrajích 

rozsáhlých agregátů receptoru FcεRI. Jak na neaktivovaných, tak na aktivovaných 

buňkách však proteiny LAT a NTAL tvořily separátní nepřekrývající se domény 

(článek B). To bylo poněkud překvapivé zjištění, neboť se jednalo o strukturně 

velice podobné palmitylované proteiny patřící mezi tak zvané markery lipidových 
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raftů a dalo se předpokládat, že budou sdílet společné lipidické prostředí. Ve stejném 

roce ale byla publikována studie dokumentující značnou topologickou nezávislost 

některých markerů lipidových raftů v plazmatické membráně buněk RBL (Wilson a 

kol., 2004) a pohled na lipidové rafty se začal měnit.  

Rozhodl jsem se prověřit, zda separace adaptorů LAT a NTAL není specifická 

pro linii RBL a současně zda nemůže být důsledkem vazby detekčních protilátek. 

Ukázalo se, že oba adaptory tvoří nepřekrývající se domény i v buňkách BMMC a 

že tento jev není artefaktem procedury značení antigenů (článek E). Pokud tedy 

palmitylace propůjčuje molekulám LAT a NTAL tendenci kontaktovat společné 

organizované lipidické prostředí, musí existovat mechanismus, který tento účinek 

převáží a jejich agregáty separuje. Zdá se, že nejpravděpodobnějším vysvětlením by 

mohly být meziproteinové interakce v rámci signalozomů formovaných v oblasti 

cytoplazmatických domén těchto adaptorů, neboť soubor a rozmístění vazebných 

míst na molekulách LAT a NTAL se liší (Brdička a kol., 2002) a důležitost 

meziproteinových interakcí při tvorbě funkčních domén fosforylovaného proteinu 

LAT byla doložena v lymfocytech T (Schade a Levine, 2002). Tvorba a stabilizace 

agregátů membránových proteinů také do značné míry závisí na vazbě cytoskeletu a 

morfologie příslušné domény je výsledkem spolupůsobení vazeb mezi proteiny 

samými a mezi proteiny a lipidy (Lillemeier a kol., 2006).  

V žírných buňkách NTAL zřejmě slouží jako negativní regulátor signalizace 

receptoru FcεRI, avšak je též schopen částečně nahradit pozitivní roli adaptoru LAT 

(Zhu a kol., 2004; článek B, spoluautoři). Nadměrná exprese proteinu NTAL má též, 

kromě útlumu aktivace, vliv na morfologii žírných buněk zasažením do procesu 

polymerizace aktinu (článek D, spoluautoři). Proto bylo teoreticky možné, že se 

inhibiční účinky nadměrného množství molekul NTAL projeví již v okamžiku 

tvorby agregátů receptoru FcεRI. Zjistil jsem však, že topografie receptoru FcεRI 

v průběhu aktivace žírných buněk linie RBL exprimujících obvyklé, zvýšené nebo 

snížené množství molekul NTAL se neliší, stejně jako vzájemná lokalizace agregátů 

NTAL a FcεRI. NTAL také nevytvářel za stavu nadměrné exprese žádné neobvyklé 

struktury, kromě toho, že jeho domény byly rozměrnější (článek D). Inhibiční účinek 

adaptoru NTAL na signalizaci žírných buněk tedy zřejmě nespočívá v ovlivnění 

tvorby signalizačních ohnisek FcεRI. 

Navzdory výsledkům popisujícím topologickou nezávislost některých markerů 

lipidových raftů, pro přítomnost lipidických agregátů v plazmatické membráně 

svědčí skutečnost, že LAT, který postrádá extracelulární doménu, kolokalizuje s 

proteinem Thy-1 zakotveným do membrány extracelulárně přes GPI (Wilson a kol., 

2004). Zajímalo mě, jestli se tolik podobný protein NTAL bude vůči Thy-1 chovat 

také tak, nebo zda, v souladu se svou separací od domén proteinu LAT, s Thy-1 

asociovat nebude. Ukázalo se, že domény Thy-1 kolokalizují jak se shluky proteinu 

LAT, tak NTAL, a to zejména za podmínek extenzivní agregace Thy-1, ale ani 

v tomto případě oba adaptory netvořily společné ostrůvky, pouze se vyskytovaly 

v těsnější blízkosti než by odpovídalo náhodné distribuci (článek C). Protože oba 

Diskuse 



 158 

adaptorové proteiny jsou po agregaci Thy-1 fosforylovány (článek C, spoluautoři), 

domény Thy-1 vystupují jako platformy, které stimulují a sdružují nezávislé 

agregáty dvou funkčně příbuzných, ale do značné míry antagonistických 

signalizačních molekul, což by mohl být jeden ze způsobů modulace signálu pomocí 

lipidových raftů. 

Slibným nástrojem pro analýzu struktury domén Thy-1 se stala transfekovaná 

linie buněk RBL, která kromě vlastní izoformy Thy-1.1 stabilně exprimovala 

vnesenou izoformu Thy-1.2, přičemž obě varianty tohoto glykoproteinu bylo možno 

odlišit a agregovat specifickými monoklonálními protilátkami. Shodný modul 

zakotvení do plazmatické membrány a 82% sekvenční identita těchto izoform by 

podle očekávání mohly způsobit jejich rovnocenné promíchání ve společných 

doménách, ale fluorescenční mikroskopie naznačovala jejich nezávislý pohyb 

(článek C, spoluautoři). Otázkou tedy zůstávala vzájemná topografie obou izoforem 

při rozlišení poskytovaném elektronovou mikroskopií, a bylo vhodné zkoumat též 

míru soudržnosti molekul Thy-1.1 navzájem a soudržnosti s Thy-1.2. Na 

membránových listech molekuly Thy-1.1 agregované (a značené) protilátkou silně 

kolokalizovaly s molekulami téže izoformy značenými až dodatečně po fixaci. 

Pokud ale byla stejným způsobem po fixaci označena izoforma Thy-1.2, agregáty 

Thy-1.1 s ní kolokalizovaly jen slabě, domény obou proteinů se pak nacházely sice 

často v těsné blízkosti, ale zachovávaly si značnou strukturní nezávislost (článek C). 

Zdá se tedy, že navzdory totožné membránové kotvě a vysoké sekvenční shodě, 

rozdílné izoformy Thy-1 vytvářejí v plazmatické membráně rozdílné domény, které 

mezi sebou vykazují jistou slabou soudržnost, ale jinak vystupují poměrně nezávisle. 

Jak již bylo zmíněno, na tvorbě proteinových agregátů, které jsou přítomné i 

v plazmatické membráně neaktivovaných buněk, se zřejmě podílí aktinový 

cytoskelet (Lillemeier a kol., 2006). Na úrovni vzdáleností několika nanometrů vede 

dimerizace jedné z izoforem Thy-1 ke zvýšené asociaci s agregáty druhé izoformy a 

aktinový cytoskelet jejich těsnější kontakt podporuje. Současně však tento cytoskelet 

hraje též roli separátoru, bránícího přílišnému nahloučení molekul Thy-1 stejné 

izoformy (článek C, spoluautoři).  

Lipidické interakce tedy zřejmě hrají důležitou roli při tvorbě základních 

stabilizovaných jednotek membránových raftů (po dimerizaci), ale organizace těchto 

jednotek do struktur vyššího řádu je netriviálním způsobem ovlivňována spoluprácí s 

aktinovým cytoskeletem. Tato dizertace dokumentuje, že rozdílné raftové molekuly, 

byť často sekvenčně velice podobné, tíhnou k tvorbě rozdílných membránových 

domén. Výjimkou je silná asociace intracelulárně orientovaných transmembráno-

vých palmitylovaných proteinů LAT a NTAL s agregáty extracelulárního proteinu 

Thy-1. Jedním z mechanismů, které by raftové proteiny do samostatných domén 

mohly oddělovat, pravděpodobně bude účinek specifických vzájemných interakcí 

proteinových řetězců, v některých případech ale lze uvažovat například i o roli 

rozdílné glykozylace. Ukazuje se, že tvorba signalizačních ohnisek v plazmatické 

membráně je organizována systémem nejen značně komplexním, ale i vysoce 

Diskuse 



 159 

dynamickým, a že některé konkrétní projevy tohoto procesu se mohou významně 

lišit mezi různými modelovými zástupci daného buněčného typu. Prezentovaná 

metoda izolace membránových listů z neadherentních buněk by mohla výzkum 

v tomto oboru usnadnit. Je však třeba připomenout, že plastického obrazu o přenosu 

signálu přes plazmatickou membránu je možno dosáhnout jen souhrou řady 

rozdílných a vzájemně se doplňujících přístupů. 
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Závěry 
 

 

Byly vytvořeny tři způsoby izolace membránových listů z neadherentních 

žírných buněk BMMC. Jeden z nich, založený na adsorpci leukocytů  

ke skleněnému povrchu, se ukázal být zvláště slibný a poskytl řadu vědeckých 

dat (článek E). 

 

Aktivace žírných buněk RBL dimerizací receptoru FcεRI vedla k obohacení 

plazmatické membrány o adaptorový protein Grb2, který však, na rozdíl  

od případu multimerizace receptoru, s FcεRI signifikantně nekolokalizoval  

a distribuce FcεRI nebyla metodou imunoznačení membránových listů 

odlišitelná od distribuce na neaktivovaných buňkách (článek A). Žírné buňky 

BMMC, na rozdíl od buněk RBL, netvořily po multimerizaci receptoru větší 

agregáty FcεRI, než buňky neaktivované. Multimerizace receptoru FcεRI vedla 

u buněk BMMC a RBL k jeho internalizaci o srovnatelné intenzitě i celkové 

dynamice, ale lokální redistribuce FcεRI se u nich zásadně lišila (článek E). 

Vžitý model rozsáhlých (přibližně 200 nm) signalizačních domén tohoto 

receptoru byl zpochybněn. 

 

Adaptorový protein NTAL byl v plazmatické membráně distribuován 

v klastrech obdobným způsobem jako adaptor LAT, a rovněž jejich 

topografické vztahy k receptoru FcεRI a glykoproteinu Thy-1 byly obdobné.  

Po multimerizaci FcεRI se oba adaptory u buněk RBL příležitostně nacházely 

na periferii agregátů tohoto receptoru, přesto však NTAL a LAT tvořily 

oddělené domény jak v průběhu aktivace buněk RBL, tak BMMC (články B, E). 

Oba adaptory výrazně kolokalizovaly s agregovaným glykoproteinem Thy-1, 

avšak i za těchto podmínek si uchovávaly charakter separátních domén (článek 

C). Tyto výsledky podporují obraz membránových raftů jako systému 

tvořeného souhrou proteinových a lipidických interakcí. 

 

Nadměrná ani snížená exprese adaptoru NTAL, který je negativním 

regulátorem signalizace žírných buněk, se na distribuci receptoru FcεRI 

v průběhu aktivace buněk RBL neprojevila. Tyto změny množství molekul 

NTAL v plazmatické membráně vyústily v odpovídající změny velikosti domén 

tohoto adaptoru, ale charakter jeho distribuce změněn nebyl (článek D). 

 

Izoformy Thy-1.1 a Thy-1.2 byly v plazmatické membráně distribuovány do 

značné míry nezávisle. Agregace Thy-1.1 vedla jen k slabé koagregaci Thy-1.2, 

oproti tomu molekuly téže izoformy vykazovaly mnohem vyšší soudržnost 

(článek C). 
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List of abbreviations and specification of terms  

 

BCR:   B cell receptor 

BMMC:  Bone marrow-derived mast cells 

DIG:   Detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched membranes 

DRM:  Detergent-resistant membranes 

FAK:  Focal adhesion kinase 

FcαR (I):  Immunoglobulin A receptor, type I  
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FcεR (I, II):  Immunoglobulin E receptor, type I, II 

FGF:   Fibroblast growth factor 

FRET:  Fluorescence resonance energy transfer 

GM-CSF:  Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

GPI:   Glycosylphosphatidylinositol 
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IFN:  Interferon 

IL:   Interleukin 

ITAM:  Immune-tyrosine activation motif 
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MAPK:  Mitogene-activated protein kinase 

MAPKK:  Mitogene-activated protein kinase-kinase 
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TNF:   Tumor necrosis factor 

TReg:  Regulatory T cell

 

(I use the other untraditional groups of characters, though usually of abbreviation origin, as 

established terms, hence they are not indicated here.) 

 

 

Colocalization (related to the plasma membrane) – meant as preferential location of one antigen 

 to the area of second antigen, not as accidental location of both antigens at one place. 

 

Nonadherent cells – growing as unattached to the bottom of tissue culture 

 cultivation flask.  
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Introduction 

 

I) Organization of the plasma membrane  

 
Plasma membrane serves as a multipurpose biological interface of fundamental importance that 

determines and actively maintains the composition of intracellular milieu and mediates 

communication between the cell and its environment. This information function of the plasma 

membrane has been intensively studied for many years and the structural and functional background 

of transmembrane communication is being revealed gradually. It turns out that in these processes 

perhaps not only proteins themselves are crucial, but more likely their collaboration with local lipidic 

milieu – a phenomenon associated with the term of „lipid rafts“. 

 

Original hypothesis of lipid rafts 

  

 In 1972, when published their „fluid mosaic model of the structure of cell membranes“, Singer 

and Nicolson accentuated lateral mobility of individual proteins in the field of two-dimensional 

lipidic phase. Plasma membrane seemed to be more or less a planar oriented solution of amphipatic 

proteins in lipid bilayer (Singer and Nicolson, 1972). Subsequently, however, a concept arose 

postulating that the lipids of plasma membrane laterally segregate according to different features of 

their hydrophobic chains and form spontaneously a system of membrane domains (Klausner et al., 

1980; Karnovsky et al., 1982). Especially clusters of sphingolipids with intercalated cholesterol 

attracted the attention, being proposed as relatively rigid islets – lipid rafts – floating in surrounding 

fluid plasma membrane milieu composed of phospholipids with unsaturated acyl chains. The function 

of these rafts should consist in transport of certain autogenously sorted proteins to distinct areas of 

plasma membrane or to respective organelles, and they have been also attributed with important 

signaling role (Brown and Rose, 1992; Simons and Ikonen, 1997; Simons and Toomre, 2000; Dykstra 

et al., 2003).  

 According to this hypothesis lipid rafts serve as specific compartments in the field of the 

plasma membrane. They are supposed to conjugate especially the molecules that contain unsaturated 

lipid chains or the saturated chains with double bond of trans configuration, such as palmitoylated 

proteins and glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins, but interactions of aminoacid 

groups with lipidic components of the rafts are also involved (Fig. 1). Immunoreceptors of the MIRR 

family (multichain immune-recognition receptors), including TCR (T cell receptor), BCR (B cell 

receptor) or mast cell FcεRI (Immunoglobulin E receptor, type I) practically do not interact with lipid 

rafts in resting state. But aggregation of these proteins initiates signal transduction across the plasma 

membrane (and subsequent signaling cascades), which is accompanied with stabilization of contact of 

these proteins with lipid raft components. In the rough, according to this model, in lipid rafts, there 

are localized activators and substrates of MIRR immunoreceptor signalosomes (such as Src family 

kinases or palmitoylated transmembrane adaptor proteins), whereas the negative regulators are 

excluded.* The raft can also be a functional connection between extracellular GPI-anchored receptors 

and signaling molecules associated with the intracellular leaflet of the plasma membrane (Langlet et 

al., 2000; Dykstra et al., 2003; Hořejší et al., 1999).   

                                                 
* In fact, it is much more complicated. For example tyrosine phosphatase CD45, an important positive 

regulator of MIRR signaling, is rather absent from rafts, which correlates with decreased activity of 

its substrates – the Src family kinases that do prefer raft residency. Under certain circumstances 

CD45 serves also as a negative regulator of Src family kinases. The optimal dynamic and balanced 

contact rate of  these tyrosine kinases with CD45 is substantial (Rodgers and Rose, 1996; Montixi et 

al., 1998; Penninger et al., 2001; Zhang et al., 2005 ).         
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 Experiments on artificial membranes stood at the beginning of lipid raft concept. They verified 

the basic postulates regarding the hypothesis of segregation processes in planar oriented lipidic 

mixtures (Klausner et al., 1980; Sankaram and Thompson, 1990a; Sankaram and Thompson, 1990b; 

Sankaram and Thompson, 1991; Sankaram et al., 1992; McIntosh et al., 1992; Dietrich et al., 2001). 

The results from these model systems, however, cannot be directly applied to describe behavior of the 

real plasma membrane, thus of much more complex protein-lipid system, where e.g. interactions with 

submembrane cytoskeleton can have a substantial role.  

  Isolation of so called DRM (detergent-resistant membranes) – a fraction of the plasma 

membrane with higher resistance to nonionic detergents – has become a widely used methodical 

approach to study lipid rafts (Brown and Rose, 1992). The term DRM (as well as that of lipid rafts 

themselves) is connected with terminological confusions. In general, DRM represent an extract 

prepared by partial cell lysis using nonionic detergent, thus, it is important to specify the conditions 

of extraction (type of detergent, its concentration, temperature) when speaking of respective DRM. 

This term is often being confined to membrane fraction prepared by Triton X-100 at 4°C, than it is 

also called TIFF (Triton-insoluble floating fraction). DRM, a product of isolation procedure, shall not 

be confused with lipid rafts that are assumed as real entities within the plasma membrane. 

Nonetheless, it often happened, and the names DIG (detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched 

membranes) or GEM (glycosphingolipid-enriched membranes) have been, unfortunately, used for 

DRM as well as for lipid rafts. The solution of terminological crisis may be to consider lipid rafts as 

cholesterol- and sphingolipid-rich membrane domains isolatable as DRM (Langlet et al., 2000; 

London and Brown, 2000; Brown and London, 2000). 

 Doubtless, detergent-mediated extraction of plasma membrane fractions is an helpful approach 

that provides information about different tendency of respective membrane proteins to associate with 

certain lipidic milieu. The obtained results well fit to the concept of lipid rafts, however, they are not 

a sufficient proof of their real existence, as application of detergent is a serious intervention into 

biophysical properties of the plasma membrane (Mayor and Maxfield, 1995; Heerklotz, 2002). 

Nevertheless, using FRET (fluorescence resonance energy transfer) technique, cholesterol- and GPI-

anchor-dependent protein aggregates have been demonstrated even in the plasma membrane of living 

cells. The diameter of these domains was less than 70 nm and their formation was independent of the 

protein chain (Varma and Mayor, 1998). Similar conclusions emerged from an experiment with 

covalent cross-linking of closely associated GPI-anchored proteins (Friedrichson and Kurzchalia, 

1998). Even local diffusion parameters of membrane proteins confirmed that presence of cholesterol 

leads to formation of relatively stable domains taking 13-40 nm in diameter. They contain the 

proposed lipid raft proteins, whereas the other proteins diffuse in less viscous environment (Pralle et 

al., 2000). Myristate-palmitate or palmitate-palmitate anchoring leads to cholesterol-dependent 

aggregation, but prenylated proteins aggregate creating different, cholesterol-independent domains 

(Zacharias et al., 2002). 

 Using fluorescence derivates of lipids with saturated or unsaturated chains, it has been possible 

to visualize distribution of relatively rigid or fluid areas of the plasma membrane both in detail and 

within the frame of whole cell. Organized lipid domains did not diffused freely but in certain 

direction, and their occasional origin or disappearance took place at particular places, probably with 

respect to attachment of cytoskeleton. These domains were more numerous at areas of adhesion, 

intercellular contacts and pseudopodia (Schütz et al., 2000; Gaus et al., 2003).    

 It seems that existence of raft-like lipidic heterogeneities is not confined to animal cells, and 

that analogous structurally-functional systems may be utilized by plants and fungi, however, with 

small differences connected with divergence of lipidic composition and of sterol-sphingolipid : 

membrane protein ratio (Xu et al., 2001; Bagnat and Simons, 2002; Martin et al., 2005; Bhat and 

Panstruga, 2005; Opekarová et al., 2005). 
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Fig. 1:   Some of the so called „lipid raft markers“ and their anchorage into the plasma 

membrane.  

A) Lyn, Fyn, Lck, G protein α subunit, raftlin. B) GAP-43/B-50. C) H-ras, N-ras. D) NAP-22.  

E) Caveolin, flotillin (reggie). Number of palmitate and myristate units is variable within this group. 

F) LAT, NTAL (LAB, LAT2), PAG (Cbp), LIME. G) MAL/VIP17, BENE, plasmolipin, 

hemagglutinin, prominin. Specific interactions between transmembrane domain and lipid raft 

constituents are important for members of this group. In case of hemagglutinin, moreover, triple 

palmitoylation (not indicated). H) CD14, CD16, CD48, CD55, CD59, Thy-1 (CD90). A nature of 

GPI units can differ. 

(Cinek and Hořejší, 1992; Resh, 1994; Pérez et al., 1997; Scheiffele et al., 1997; Arni et al., 1998; 

Frank et al., 1998; Corbeil et al., 2001; Dunphy et al., 2001; Epand et al., 2001; Chatterjee and 

Mayor, 2001; Dykstra et al., 2003; Saeki et al., 2003; Pike, 2004; Pizzo and Viola, 2004; Navarro et 

al., 2004; Roy et al., 2005; Langhorst et al., 2005)                 

 

 

Recent concept of lipid rafts   

 

 In spite of the fact that existence of plasma membrane domains having properties attributed to 

lipid rafts has been demonstrated even in living cells (see above), there appeared comparably 

conclusive studies that either dispute considerable presence of lipid rafts in resting membranes 

(without induced aggregation) or bear evidence of their surprisingly small size (Kenworthy and 

Edidin, 1998; Kenworthy et al., 2000; Vrljic et al., 2002; Glebov and Nichols, 2004; Kenworthy et 

al., 2004; Sharma et al., 2004). Gradually, a model arose that has been both alternative and extension 

of the original lipid raft hypothesis. It assumes formation of condensed complexes of cholesterol and 

sphingolipids as precursors of lipid rafts and attributes proteins with crutial role in lipid raft 

organization.  

 Although the concept of condensed complexes was based on behaviour of cholesterol and 

sphingolipids in artificial membranes, it became a good basis to explain structure and dynamics of 

plasma membrane organized domains (Radhakrishnan and McConnell, 1999; Radhakrishnan et al.,  
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2000; Anderson and McConnell, 2001; Anderson and McConnell, 2002; Anderson and Jacobson, 

2002). Condensed complexes can exist in the plasma membrane as individual entities containing 

mere 15-30 molecules, but under certain conditions they can easily form a discrete phase. Lipid rafts 

thus can arise by aggregation of respective proteins that communicate with neighbour membrane 

milieu by lipidic coat composed of condensed complexes. In resting state, raft protein coating 

probably undergoes a dynamic process of association and dissociation (Anderson and Jacobson, 

2002).   

 Effect of extracellular binding element (antibody, ligand) on raft-forming molecules leads to 

generation of stabilized domains sequestered from adjoining fluid phase. These domains can contain 

also intracellular components associated due to preference for equal lipidic milieu and can bind 

cytoskeleton (Hammond et al., 2005; Mayor et al., 1994; Thomas et al., 1994; Harder et al., 1998; 

Suzuki and Sheetz, 2001). Whereas the rafts of resting membrane probably are tiny and unstable 

structures appearing and disappearing within nanoseconds, stabilizer binding may cause reduction of 

thermal motion whereby enabling association of further molecules. These secondary raft structures 

differ substantially from the primary ones in complexity (both more molecules and their species), 

lasting (scale of minutes) and size (tens of nanometres or even more) and they usually perform 

specific signaling functions (Subczynski and Kusumi, 2003; Kusumi et al., 2004; Kusumi et al., 2005) 

(Fig. 2). In a broad sense, caveolae or flotillin domains, whose structure is consolidated by aggregates 

of specialized proteins, can be considered as subgroups of stabilized lipid rafts (Navarro et al., 2004; 

Langhorst et al., 2005; Bauer and Pelkmans, 2006). 

 According to the induced-fit model of raft heterogeneity, different tendency of raft proteins to 

interact with raft lipids leads to plastic forming of such a membrane domain whose structure and 

content emanates from optimal collocation of its constituents. Aggregation of proto-rafts thus can 

lead to formation of lipid raft that has different properties than were those of the precursors, e.g. by 

exclusion of some molecules and inclusion of others, which, consequently, could lead to further re-

building the domain (Pike, 2004). This theoretical concept might resolve the question why for 

example different GPI-anchored proteins can form different raft structures (Madore et al., 1999; 

Wang et al., 2002) – even a small variance in anchoring module or in steric effects of the protein units 

may be a sufficient impulse for domain separation.   

 It turns out that, for specific location of GPI-proteins, also appropriate glycosylation is 

important (Pang et al., 2004; Ermini et al., 2005). It brings a further dimension to possible 

mechanisms of lipid raft regulation, supplementing the effect of lipid anchor modification (reversible 

palmitoylation, cutting a protein from GPI), changes of lipidic composition (e.g. modulation of 

cholesterol content) or protein spectra (different gene expression) and the effect of external stimuli 

(intercellular contacts, binding of soluble ligands). Stability of these domains can also depend on 

covalent and noncovalent interactions that occur already in Golgi apparatus (Paladino et al., 2004). In 

some cases, an interplay between controllable lipid modifications and allosteric effects within the 

protein unit can have a substantial role in targeting the protein to or out of lipid rafts or other plasma 

membrane domains (Hancock, 2003; Rotblat et al., 2004; Roy et al., 2005).  

 Step by step, thus, a complex system of plasma membrane organization and signaling is being 

revealed. Dynamic protein-lipid domains, traditionally denotated as lipid rafts, play a substantial (but 

not the only) role in this mechanism. As the interactions between proteins and lipids in the process of 

raft forming are mutual and bilaterally conditional, recently the term „lipid rafts“ has been more and 

more often replaced by „membrane rafts,“ which, however, should not be confused with a wider term 

„membrane microdomains.“ In 2006, at the symposium in Steamboat Springs, a working definition of 

membrane rafts was submitted: „Membrane rafts are small (10-200 nm), heterogeneous, highly 

dynamic, sterol- and sphingolipid-enriched* domains that compartmentalize cellular processes. Small 

rafts can sometimes be stabilized to form larger platforms through protein-protein and protein-lipid 

interactions.“ (Pike, 2006). It is but only an attempt to bridge terminological inconsistencies. The 

                                                 
* Better may be rich. 
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nature does not know divider lines between artificially introduced categories, and the phenomenon of 

dynamic heterogeneities within the plasma membrane has not been fully explained yet, so one can 

expect further changes of its concept. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2:   Schematic view of the plasma membrane plane according to the reformed model of 

lipid rafts.  

Within fluid phase of membrane lipids (a) there are localized proteins that prefer this milieu (b), but 

also such proteins that are dynamically being detached by interactions with lipidic condensed 

complexes, forming unstable lipid rafts (c). By effect of ligand, a lipid raft is being stabilized (d), and 

at its periphery there arises an intermediary zone of unstably-associated proteins and lipids (e).  

(Anderson and Jacobson, 2002; Subczynski and Kusumi, 2003) 
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II)  Mast cells as a model of signal transduction 

      across the plasma membrane 

 

Mast cells belong to model cell types which have been extensively used for investigation of signal 

transduction mechanisms that occur at the plasma membrane of mammalian cells. Popularity of mast 

cells reflects their role in pathology of atopic allergies, that are becoming a serious all-society 

problem, as well as possibility to study well-observable reactions to defined external stimuli within 

scales of seconds, minutes and hours.  

 

Roles of mast cells in organism  

 

 Mast cells originate by gradual differentiation of stem cells, and as immature precursors they 

migrate through blood system to target tissues where they complete their development affected by 

specific environment. This process has not been fully elucidated, as well as the relation of mast cells 

to basophilic granulocytes, which have often been called as their circulatory analogues. In mouse 

spleen, there has been identified a myeloid cell type that could generate both mast cells and basophils. 

Similarly, a human common specific precursor of mast cells and monocytes has been discovered, but 

still it cannot be excluded that mast cells evolve also from multipotent progenitors out of myeloid line 

(Arinobu et al., 2005; Kirshenbaum et al., 1999; Chen et al., 2005; Sonoda et al., 1983). In vitro 

experiments showed that mast cell proliferation and differenciation depends on interaction of 

cytokines SCF, IL-3 (sometimes also IL-4) supported with IL-9 and IL-10, whereas GM-CSF and 

IFN-γ inhibit mast cell differentiation and TGF-β acts against their proliferation. Also other cytokines 

(TNF-α, IL-6, NGF etc.) can participate in formation of conditions leading to development of 

different mast cell types. For mast cells, SCF is not only a growth and differentiation factor, but it is 

also one of their chemoattractants and tissue settling stimulator (Metcalfe et al., 1997; Okayama and 

Kawakami, 2006).  

 It seems that differences in local environments at particular places in the body lead to 

origination of many specialized population of mast cells, which are variant in morphology and 

function. Roughly divided, however, usually only two basic types are distinguished – the connective 

and mucosal – described in rodents but having analogies even in human organism. Connective mast 

cells from murine peritoneal cavity span 10-20 μm and their development is not dependent on T cells. 

By contrast, murine mucosal mast cells span only 5-10 μm, they are T cell dependent and from the 

connective ones they also differ in content of secretion granules (another types of chymase and 

proteoglycans; one place value less of histamine; leukotriene C4 is present). Human analogues of 

connective mast cells (so called tryptase-chymase type, secreting more kinds of neutral peptidases), 

occur mainly in skin, whereas the analogues of murine mucosal mast cells (so called tryptase type) 

inhabit mostly lung alveolar tissue and small intestine (Metcalfe et al., 1997). Human peritoneal 

cavity itself, however, under normal circumstances does not contain mast cells. Spatial and functional 

organization of mastocytal system differs between humans and rodents, thus the results obtained 

using one of the models cannot be directly applied to the other one. For example, murine mast cells in 

many aspects resemble to human basophils rather than to human mast cells (Bischoff, 2007; Falcone 

et al., 2006).   

 The most widely known role of mast cells is the defence of body surfaces against bacteria and 

multicellular parasites (Fig. 3). Binding of antigen (allergen) to specific immunoglobulin E molecules 

associated with membrane receptor FcεRI leads to release of cytoplasmic vesicles content (to 

degranulation). The secreted proteases directly or indirectly damage surface of the parasite, degrade 

components of extracellular matrix, enhance blood vessel wall permeability, stimulate production of 

mucus and influence activity of some cytokines, hormones and nerve mediators; cooperating with 

heparin they affect blood coagulation. Mast cells also can stimulate cell adhesion, they positively act 

Introduction: Roles of mast cells in organism 



 171 

on eosinophils and on epithelial cell and fibroblast proliferation. The secreted histamine causes local 

contractions of respiratory and gastrointestinal tract smooth muscles (contributing to expulsion the 

undesirable allochtonous organism) and affects vessel calibre; cathelicidin-type peptides have 

antimicrobial effects. Stimulated mast cells subsequently create allergic inflammation environment by 

arachidonic metabolites and spectrum of cytokines. Due to Toll-like receptors (TLR) they react to 

pathogens even without dependence on mechanisms of adaptive immunity. Mast cells can be termed 

as sentinels with functions both in proximate guarding and in organization of subsequent complex 

defence. These roles are connected also with maintaining body surface integrity by supporting wound 

healing and angiogenesis (Metcalfe et al., 1997; Marshal, 2004).     

 Mast cells are important modulators of immune reactions. Secreting cytokines IL-3, IL-4, IL-5, 

IL-9, IL-13, IL-15 and IL-16 they support TH2 and B cells, thus production of antibodies, but they 

can also positively affect TH1 cells, and hence the inflammatory response, by production of IFN-γ, 

IL-12 and IL-18. Besides pro-inflammatory mediators (TNF-α, IL-1β) they can release the anti-

inflammatory ones (IL-10, TGF- β), similarly, they attract both TH1 cells (by IL-8) and TH2 cells (by 

CCL5). The particular course of immune reaction evidently depends on circumstances of its origin 

and on previous specific development of given mast cell population. Mast cells can serve as antigen-

presenting cells and, as well, they help dendritic cells to this function. When needed, they attract 

neutrophils or eosinophils into the atopic inflammation place, enable their transmission through blood 

vessel wall and prolong their viability. They also participate anti-viral defence by cooperation with TC 

cells. Mast cells represent an important regulatory intersection of adaptive and innate immunity 

(Marshall, 2004; Frossi et al., 2004; Galli et al., 2005a; Galli et al., 2005b). 

 Relation of mast cells to cancers is rather controversial. Mice with decreased number of mast 

cells show faster growth of implanted tumors, and, similarly, presence of mast cells in human breast 

cancer is connected with good prognosis. It seems, however, that for example in case of melanomas 

(man, dog), veneric carcinomas (dog) or gastric cancer (man) mast cells, instead, disserve to the 

organism due to their support to tumor angiogenesis, but it is preliminary to adjudigate them. Number 

of results regarding mast cells and cancers is quite high, but their interpretation is difficult, on 

account of unclarities in experimental context of cancer research (Burtin et al., 1985; Rajput et al., 

2007; Toth-Jakatics et al., 2000; Mukaratirwa et al., 2006a; Mukaratirwa et al., 2006b; Kondo et al., 

2006; Őzdemir, 2006).  

 It turns out that mast cells also participate in cross-talk between immune and nervous system. 

Peripheral neural fibres release mediators that locally influence many types of skin cells (mast cells, 

dendritic cells, keratinocytes, blood vessel endothelial cells etc.) and they are influenced by them in 

return. Mast cells affect peripheral neurons not only by neuropeptides, but they e.g. support topical 

inervation of epidermis and dermis by secretion of TNF and, by secreted proteases, they modulate 

effects of neuronal mediators on inflammation process. Similar regulatory function at intersection of 

local and nervous stress they perform also in gastrointestinal and respiratory tract mucosa. Direct 

effect of mast cells on central nervous system has also been demonstrated. They belong to the few of 

blood cells that penetrate across haemato-encephalic barrier even of healthy individuals and settle the 

brain. By degranulation they can cause activation of hypothalamus-pituitary-adrenal axis, probably as 

a part of defence mechanism upon allergen challenge. Likewise, they represent a system of transient 

remodelling of certain brain areas in response to humoral stimuli, e.g. during breeding period of 

mammals and birds. In this process mast cells serve as site-specific inducible source of 

neuromodulators whose spectra depend on respective animal species. Last but not least, mast cells 

influence functions of vascular system in brain (Scholzen et al., 1998; Luger, 2002; Kakurai et al., 

2006; Van Nassauw et al., 2007; Dimitriadou et al., 1994; Mawdsley and Rampton, 2005; Edvinsson 

et al., 1977; Silver et al., 1996; Matsumoto et al., 2001; Kovacs and Larson, 2006).  

 With regard to multilateral engagement of mast cells in regulatory mechanisms of somatic 

immunity, it is inferrable that suboptimal adjustment of this system can have far-reaching 

consequences to individual health, e.g. it can result in severe forms of allergic hypersensitivity and 
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asthma. Although there have been revealed genetic dispositions to allergic diseases, it seems that the 

effect of improper environment is much more important, as conversion from rural to urban living 

style convincingly correlates with rising incidence of allergies in genetically equivalent population. 

There is probably involved absence to natural antigens of external environment during childhood, 

combined with exposition to pollution products of incomplete combustion, to dust particles binding 

hazardous allergens) and to psychical stress. Nevertheless, it seems that the polluted city environment 

itself has smaller effect on development of allergic hypersensitization than the high living style of the 

examined people has. A divorce of parents, but surprisingly not a death in family, is for a child a 

statistically significant risk factor of allergy development as well. The allergies are also supported by 

estrogens from contaminated environment (Bateman and Jithoo, 2007; Martinez, 2007; Sozanska et 

al., 2007; van Ree and Yazdanbakhsh, 2007; Semic-Jusufagic et al., 2006; Bockelbrink et al., 2006; 

Narita et al., 2007).   

 Anaphylactic shock caused by sudden systemic degranulation of mast cells and basophils in 

response to allergens of some snake or insect venoms has been attributed to pathological activity of 

these cells, because it is a life-threatening state. In mice, however, a protective role of proteases, 

massively secreted during this process, against the toxins themselves has been demonstrated. In 

consequence, the anaphylactic shock represented smaller danger to the mice than the toxin, thus, it 

could be a specific protective mechanism (Metz et al., 2006). This interesting hypothesis but has not 

been confirmed on human model yet.   
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Fig. 3: Mast cell interactions in defence of cell surfaces. 

Secretion of bactericidal substances and proteases, stimulation of epithelium, support of wound 

healing, peristalsis, bronchoconstriction, induction of pain, enhancement of vascular permeability, 

effects on coagulation, chemotaxis and activation of leukocytes. 

(In detail: Bischoff, 2007) 
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Mast cell signaling cascades 

 

KIT receptor pathway and reactions to cytokines  

 KIT is an example of transmembrane receptor with tyrosine kinase activity in cytoplasmic 

domain. Stem cell factor (SCF) binding at the extracellular side of the plasma membrane leads to 

dimerization and multiple phosphorylation of KIT receptor. The phosphorylated sites can serve as 

anchor for adaptor proteins Shc and Grb2, phospholipase Cγ, or phospholipid kinase PI3K. Shc and 

Grb2 initiate cascade of RAS, RAF and mitogen-activated kinases, which, together with action of 

PI3K, leads to transcription of genes governing cell growth, differenciation, chemotaxis and cytokine 

production, supported by activation of JAK-family kinases that phosphorylate STAT proteins. These 

proteins subsequently dimerize and translocate to nucleus where they act as transcription factors. By 

Src-family tyrosine kinases (mainly Fyn), stimulated KIT also directs cytoskeleton reorganization. 

Kit receptor signaling has fundamental role in mast cell growth, development and maturation, and it 

also strengthens their effector functions by support of immunoglobulin E (IgE)-dependent cascade 

(Fig. 4). (Tsai et al., 1991; O´Farrell et al., 1996; Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Samayawardhena et 

al., 2007). 

 Receptors for IL-3 and IL-5 are composed of heterodimerized specific binding α-subunit and 

common β-subunit that associates, upon receptor stimulation, with Src- and JAK-family kinases and 

is phosphorylated by them, whereby providing binding sites for components of subsequent signaling 

cascades, when STAT proteins again participate, as in the case of KIT-mediated pathways. The cell 

uses similar mechanisms also for other cytokines sensing, with differences in subunit composition of 

receptors, in types of downstream signaling molecules (especially JAK kinases and STAT proteins) 

and in final effect (Velazquez et al., 2000; Suzuki et al., 2000; Ding et al., 2003; Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006).   

 

IgE-mediated activation 

 FcεRI, the high-affinity IgE receptor, is composed of four transmembrane subunits. Whereas 

the α-subunit is extracellularly oriented and binds constant termini of IgE molecules, the β-subunit 

and the γ-subunit dimer contain phosphorylatable ITAM (immune-tyrosine activation motives) sites 

in their intracellular domains. Unlike KIT receptor, FcεRI does not possess intrinsic tyrosine kinase 

activity and it is dependent on Src-family kinases association, mainly on Lyn and Fyn. Antigen-

binding specificity is provided to the FcεRI by IgE, which, in a way, serves as fifth subunit of the 

receptor. IgE binding, however, is not only a passive sensitization step, but it is also a stimulus, that 

induces secretion of some cytokines, sustained cell viability and increased adhesiveness to 

extracellular matrix, sometimes it leads also to degranulation. The mechanism of IgE effect has not 

been satisfactorily elucidated yet, but it seems that inositol phosphatase SHIP plays an important role 

in prevention of the effector-way activation after IgE binding (Kinet, 1999; Kalesnikoff et al., 2001; 

Lam et al., 2003; Kitaura et al., 2003; Kawakami et al., 2005). 

In response to antigen binding, aggregation of IgE-FcεRI complexes leads to phosphorylation 

of β- and γ-subunit ITAM sites by Src-family tyrosine kinases (Lyn, Fyn). There probably take place 

kinases attached to partially phosphorylated receptor and the kinases that associated with FcεRI by 

stabilization of lipid rafts. Phosphorylated β-subunit (binding Lyn and Fyn) serves as important signal 

amplifier, but it has also modulator function, as Lyn can serve as negative regulator after excessive 

stimulation. Recently, importance of Hck kinase and collaboration of various members of  Src family 

kinases for mast cell activation has been revealed (Xiao et al., 2005; Hong et al., 2007). For optimal 

signaling, a teamwork of tyrosine kinases and phosphatases is also important, and this mechanism is 

influenced by reactive oxygen substances that are produced during many immune processes 

(Heneberg and Dráber, 2002; Heneberg and Dráber, 2005). Phosphorylated FcεRI γ-subunits are 

crutial for further signal transmission. They are contacted by cytoplasmic tyrosine kinase Syk, which 

subsequently phosphorylates transmembrane adaptor proteins LAT and NTAL or cytoplasmic 
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adaptor SLP76, therethrough organizing downstream signaling cascades, including e.g. activation of 

phospholipases Cγ, phospholipid kinase PI3K, protein kinases C and A, cascades of Ras protein and 

mitogen-activated kinases etc. (in detail: Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft and Kinet, 2007; Simeoni 

et al., 2005). These pathways result in degranulation, cytoskeleton remodelling, production of 

arachidonic metabolites and gene transcription (e.g. synthesis of cytokines). It is an antigen-adaptive 

branch of mast cell effector mechanisms.         

 

Activation mediated by Thy-1 and other GPI-anchored proteins 

 Thy-1 glycoprotein (CD90), anchored to the plasma membrane by GPI, represents an important 

regulation element of physical interactions among various cell types. Its natural ligands (and 

receptors) are certain integrins, but artificial aggregation of Thy-1 by specific antibody invokes in 

mast cells processes similar to those induced upon FcεRI-dependent activation – calcium ions are 

mobilized, mediators secreted and many proteins are phosphorylated, though less intensively than in 

case of FcεRI stimulation. In these processes stabilization of lipid rafts conjugating Src-family 

kinases and palmitoylated transmembrane adaptor proteins probably plays crutial role (Rege and 

Hagood, 2006; Dráberová and Dráber, 1993; Surviladze et al., 2001). Also aggregation of Tec-21, 

another protein anchored by GPI, has similar effect on mast cells. It turns out that dimerization of 

some GPI-anchored proteins (Thy-1, Tec-21, CD48) leads to nonapoptotic exposure of 

phosphatidylserine on cell surface, whereas some other (carcinoembryonic antigen) do not cause it. 

These experiments, however, are still at the beginning, and physiological relevance of mast cell 

activation via GPI-anchored proteins has not been much elucidated yet. At least in some cases it may 

be an important mechanism, as e.g. CD48 belongs to the receptors that serve mast cell to sense 

bacteria (Hálová et al., 2002; Smrž et al., 2007; Muñoz et al., 2003).  

 

Adhesive receptors  

 Expression of specific sets of adhesion molecules has fundamental importance for mast cell 

colonization of target tissues depending upon differenciation and maturation process. These 

molecules generally also serve as receptors that provide mast cells with costimulatory signals for 

activation. Their exposition on cell surface is regulated by cytokines, and occurs also in response to  

stimulation of cascades that lead to activation of mast cell effector mechanisms. Some adhesive 

molecules serve to binding extracellular matrix (VLA-4 = α4β1 integrin, VLA-5 = α5β1 integrin, 

vitronectin receptor = αvβ3 integrin, in skin also VLA-3 = α3β1 integrin), other in intercellular contacts 

(ICAM-1, ICAM-2, leukosialin, LFA-1, LFA-3, in immature mast cells α4β7 integrin). Even the Thy-

1 glycoprotein mentioned above (contacting integrins) belongs among adhesive molecules, as well as 

KIT, which can bind membrane form of SCF cytokine. Mast cell anchoring by adhesion receptors 

results in cytoskeleton reorganization, phosphorylation of some signaling molecules, redistribution of 

cytoplasmic secretory vesicles and preparation to degranulation. In these processes, paxillin and focal 

adhesion kinase (FAK) participate (Hamawy et al., 1994; Smith and Weis, 1996; Okayama, 2000). 

 

Some other mast cell receptors 

 For mast cell role in nonadaptive immunity, Toll-like receptors (TLR) are very important. They 

respond to microbial and viral components, such as lipopeptides (recognized by TLR1), 

peptidoglycan (TLR2, TLR6), doublestrand RNA (TLR3), lipopolysaccharides, and F-protein of 

respiratory syncytial virus (TLR4). Heterodimerization of TLR1 a TLR6 with TLR2 receptors affords 

to the cell perfection of reaction scope. In human mast cells also TLR7 (recognizing viral singlestrand 

RNA) and TLR9 (responding to bacterial DNA) have been described. Aggregation of TLR by ligand 

is connected with process of lipid raft stabilization. Cytokine environment can change expression of 

respective TLR receptors and, vice versa, TLR stimulation invokes secretion of specific cytokines 

that lead to body defence against microorganisms and viruses, but not by degranulation. Similar 

response is induced by contact of pathogen covered with compounds of complement cascade (C3b, 
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C4b) with respective complement receptors, or by aggregation of IgG molecules bound to Fcγ 

receptors. In these examples, however, also degranulation and release of proteases and histamine 

occurs (Marshal, 2004; Dolganiuc et al., 2006).  

 Neurotransmitters, chemokines and chemotactic fragments of complement are recognized by 

mast cell receptors of heterotrimeric G-protein family. Mast cell utilizes the same system for 

detection of adenosine and also sphingosine 1-phosphate. Ligand binding leads to dissociation of Gα 

subunit from receptor complex Gβγ. Through phospholipase Cβ, Gα stimulates cascades leading to 

secretion of certain cytokines and supporting (or promoting) degranulation. Expression of chemokine 

receptors depends on maturation stage and, vice versa, their ligands affect mast cell development 

(Forsythe and Befus, 2003; Marshal, 2004; Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

Unlike basophils, mast cells express not only the above mentioned high-affinity FcεRI, but also 

homotrimeric low-affinity IgE receptor (FcεRII, CD23), however, its role is still unclear. Studies on 

other cell types suggest that it might act e.g. in antigen presentation, it is but not more than a 

hypothesis (MacGlashan a kol., 1999; Montagnac a kol., 2005; Getahun a kol., 2005). Mast cells can 

also bind IgG by various Fcγ receptors. Their content depends on cell type and respective organism. 

The low-affinity FcγRIIIA, FcγRIIA, FcγRIIB and FcγRIIC receptors need aggregated ligand for its 

effective binding. Expression of the high-affinity FcγRI is inducible in human mast cells and it has 

not been described in murine ones. Some of Fcγ receptors (FcγRIIA, FcγRIIC, FcγRI, FcγRIII) 

stimulate mast cell signaling similar to the FcεRI-mediated, due to activation (ITAM) motives within 

intracellular domains of their subunits. By contrast, FcγRIIB, due to inhibition (ITIM) motives, binds 

inositol phosphatase SHIP and suppresses the signaling. This inhibition function of FcγRIIB, 

however, depends on cooperation of activation receptors (Malbec a Daëron, 2007; Bruhns a kol., 

2005). Immunoglobulin A receptor, FcαRI, can afford to mast cell suppressive signals, although 

containing activation ITAM motive, probably by binding SHP1 phosphatase. The physiological role 

or function mechanism of many mast cell inhibition receptors (such as PIRB, MAFA, LIR1, MAIR1, 

LMIR1) has not been sufficiently elucidated yet (Kraft a Kinet, 2007).   
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Fig. 4: Simplified model of KIT and FcεRI cooperation during mast cell activation. 

Phosphorylation of aggregated FcεRI (by tyrosine kinases Lyn or Fyn) and KIT 

(autophosphorylation) leads to formation of signaling spots initiating specific gene transcription. 

Unlike FcεRI, the KIT receptor cascade itself does not provide good conditions for degranulation, but 

supports it.                  

(Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft and Kinet, 2007) 
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Aims 

 

Aim of this thesis has been to contribute to elucidation of functional organization of leukocyte 

plasma membrane by utilizing topographical approaches on mast cell model. It also led to 

enrichment of knowledge about mast cells themselves and widening of methodical device. I have 

focused on these partial questions: 

 

-   How to isolate plasma membrane sheets from nonadherent BMMC mast cells? 

The established approach of plasma membrane sheet isolation (and labeling) from adherent cells 

(Sanan and Anderson, 1991) could be successfully applied on tumor RBL mast cell line, but not on 

nontransformed nonadherent BMMC mast cells. As the topography of signaling molecules on the 

plasma membrane sheets of nontransformed mast cells had not been known, it was advisable to 

develop method of plasma membrane sheet isolation from these nonadherent cells. 

(Analyzed in article E.) 

 

-   What is the nature of signaling assemblies of aggregated FcεRI receptor? 

A model of mast cell signaling that included formation of large (approximately 200 nm) FcεRI 

domains has been described on RBL cells (Wilson et al., 2002). A question, however, remained 

whether assembly of these domains is one of requirements of sufficient mast cell activation, or rather 

an accessory feature. The answer might be achieved by examination of the cells activated by FcεRI 

dimerization, or of another mast cell type. 

(Analyzed in articles A, E.)  

 

-   How is NTAL adaptor protein distributed in the plasma membrane and what is its topographic 

relation to LAT adaptor, FcεRI receptor and Thy-1 glycoprotein? 

Analysis of relative topography of LAT and NTAL adaptor proteins, which belong together with 

Thy-1 among typical lipid raft markers, and comparison of their localization regarding aggregated 

FcεRI and Thy-1, could reveal many things not only about signal transduction between mast cell 

receptors and adaptor proteins, but also about nature of lipid raft system in the plasma membrane. 

(Analyzed in articles B, C, E.) 

 

-   Does a change in NTAL expression lead to formation of atypical structures in the plasma 

membrane? 

Results of coauthors showed that NTAL serves as a negative regulator of mast cell activation. It was 

thus convenient to know whether excessive or decreased expression of this protein would reflect in 

atypical localization of plasma membrane signaling molecules. 

(Analyzed in article D.) 

 

-   What is the nature of Thy-1 glycoprotein domains? 

Various data suggested substantial independence of many markers of lipid rafts within the plasma 

membrane and evidenced against the view that considered these domains as spontaneous 

coaggregates of heterogeneous signaling molecules. Relative localization of two structurally very 

similar Thy-1 isoforms (Thy-1.1 and Thy-1.2) could indicate how are in the plasma membrane 

organized Thy-1 domains. 

(Analyzed in article C.) 
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Methods 

 

Analysis of topography of signaling molecules on isolated plasma membrane sheets, performed by 

electron microscopy, has become the crutial approach to achieve aims of this dissertation. However, 

pilot experiments (unpublished) had to be done, including purification and confirming specificity of  

antibodies and confirming their reactivity depending on fixation procedures, as well as first 

approximation to topographical changes within the plasma membrane during mast cell activation at 

fluorescence microscopy level. In this section, I extract brief list of the approaches that I performed 

myself. For details of respective techniques, reader is referred to methodic paragraphs of publications 

enclosed.  

 

- Mast cell culturing 

(Cultured rat leukemic line RBL-2H3 and mast cells BMMC derived from bone marrow.)  

 

- Measuring of mast cell degranulation extent 

(Detected secreted β-glucuronidase.) 

 

- Purification of antibodies; preparation of cell lysates; immunoblotting; fluorescence microscopy 

(Rabbit polyclonal antibody anti-NTAL was isolated immunoaffinitly by recombinant NTAL 

protein.) 

 

- Preparation and labeling of plasma membrane sheets; electron microscopy; digitalization of data; 

statistical evaluation 

(Coordinates of immunolabels were digitalized by programme Ellipse [ViDiTo; Košice, SR] and 

statistically elaborated by programme GOLD or by algorithms of  Bridget Wilson’s group,  

University of New Mexico, utilizing MATLAB system [MathWorks; Natick, USA].) 
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Results 
 

Summarized in following articles: 

 

(A)   Signaling assemblies formed in mast cells activated via Fcε receptor I  

dimers. 

Eur. J. Immunol. 2004, 34: 2209-2219.  page 29 

 

(B)   Negative regulation of mast cell signaling and function  

by the adaptor LAB/NTAL. 

J. Exp. Med., 2004, 200: 1001-1013.  page 41 

 

(C)   Topography of plasma membrane microdomains  

and its consequences for mast cell signaling.  

Eur. J. Immunol, 2006, 36: 2795-2806.  page 55 

 

(D)   Regulation of Ca2+ signaling in mast cells by tyrosine-phosphorylated  

and unphosphorylated non-T cell activation linker, NTAL.    

Journal of Immunology, submitted (May 2007).  page 68 

 

(E)   Topography of signaling molecules as detected by electron microscopy 

on plasma membrane sheets isolated from nonadherent mast cells.   

Journal of Immunological Methods, submitted (May 2006).  page 117 

 

These articles are cited throughout as „article A, B, C, D, E“. The results presented in sections 

Discussion and Conclusions pertain to the author of this dissetation, unless stated otherwise.   
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Discussion 

 

 Aggregation of FcεRI receptor is the initial step of IgE-dependent mast cell signaling that leads 

to activation of allergic effector mechanisms. Biochemical approaches (such as partial lysis by 

nonionic detergents and immunoprecipitation) have been extensively used for analysis of a wide 

range of molecules participating in this process of signal transduction across the plasma membrane. 

Similarly, fluorescence microscopy or scanning electron microscopy provided data that gave basic 

knowledge on organization of signaling assemblies (Field et al., 1995; Kihara and Siraganian, 1994; 

Saitoh et al., 2000; Holowka et al., 2000; Barker et al., 1998; Stump et al., 1988). Detail view on the 

plane of mast cell plasma membrane, however, had not been performed before introduction of 

method of plasma membrane sheet isolation and examination under transmission electron microscope 

(Wilson et al., 2000). The obtained results documented that in RBL mast cell line, application of 

antigen induces formation of quite large (hundreds nm in diametre) primary signaling domains. At 

their periphery there are localized secondary signaling domains, which take on and transmit the 

signal. Primary domains are composed typically of  FcεRI aggregates, associated cytoplasmic Syk 

tyrosine kinase, Grb2 and Gab2 adaptors, components of clathrin endocytic apparatus or 

phospholipase Cγ2 and their formation is accompanied by dissociation of Lyn tyrosine kinase from 

the receptor complex. Secondary signaling domains contain aggregates of transmembrane adaptor 

protein LAT or phospholipase Cγ1. PI3K phospholipid kinase can be found in both types of domains 

(Wilson et al., 2000; Wilson et al., 2002).  

To analyze the topography of mast cell signaling assemblies after FcεRI dimerization and to 

compare them with those formed after antigen-mediated FcεRI multimerization, I performed the 

method of isolation and immunolabeling of plasma membrane sheets. As expected, application of 

antigen led to formation of large (usually approximately 200 nm) receptor aggregates that colocalized 

with Syk tyrosine kinase and Grb2 adaptor. These structures thus corresponded to previously reported 

primary domains. By contrast, at given detection level, receptor dimerization by 5.14 monoclonal 

antibody had no effect on topography of signaling molecules whose distribution corresponded to the 

situation on nonactivated cells. No colocalization of FcεRI and Grb2 was observed, but the Grb2 

concentration on the plasma membrane significantly increased, though less than in case of antigen-

mediated activation (article A). Likewise, association of the receptor with components of lipid rafts, 

phosphorylation of signaling proteins, mobilization of calcium ions and secretion of content of 

cytoplasmic granules increased after receptor dimerization. These processes were, however, again 

less intense than in case of receptor multimerization, but they were still generally comparable (article 

A, coauthors). There was thus obvious disproportion between topographical changes of membrane 

molecules and resulting activation effects. The large aggregates of FcεRI turned out to be structures 

dispensable for mast cell effector functions and reflecting possibly rather process of attenuation and 

silencing of the signaling components in response to FcεRI multimerization. It was compatible with 

the fact that excessive concentration of antigen correlates with decrease intensity of degranulation 

during mast cell activation and leads to actin cytoskeleton-dependent formation of extensive FcεRI 

domains (Seagrave et al., 1991). It seems that the role of feedback regulator responding to effusive 

FcεRI accumulation and stimulation could be played by phospholipid phosphatase SHIP (Gimborn et 

al., 2005) and ubiquitin ligase Cbl, which has been visualized as a component of large primary 

signaling domains of FcεRI (Gustin et al., 2006; Wilson et al., 2002).  

There remained, however, an opened question whether such pronounced activation-inhibitory 

domains are formed during mast cell FcεRI multimerization generally, or whether it is a feature 

specific to RBL cell line. This tumor line provides good conditions for membrane sheet isolation due 

to ability of adhesive growth but it is quite disputable as a model of mast cells. Relevance of results 

of topographical analyses obtained by RBL cell plasma membranes should have been confirmed by 

examining more natural mast cell representatives, such as isolated or short-term cultivated cells. As 
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these cells, because of their nonadherence, could not have been processed by the classical method of 

membrane sheet preparation (Sanan and Anderson, 1991), the method had to be improved. 

Based on my childhood empiric findings on affinity of animal cells to glass surfaces, I decided 

to examine usage of clean glass to isolate plasma membrane sheets from bone marrow-derived mast 

cells (BMMC). I found that under certain conditions (appropriately cleaned and stored glass 

coverslips, cells in buffer of no or low protein content) even nonadherent leukocytes adhered to glass 

surface so strongly that they could be easily processed to membrane sheet isolation. The obtained 

membrane sheets were usable for topographical studies of extent comparable to studies employing the 

classical technique by Sanan and Anderson (Sanan and Anderson, 1991) based on adhesive cell 

growth. It was thus possible to avoid the potentially risky immobilization steps (such as long-term 

incubation with polylysine, long-term exposition to low temperatures) introduced by other authors to 

isolate membrane sheets from nonadherent T cells (Schade and Levine, 2002; Lillemeier et al., 2006). 

Adsorption of BMMC to glass had several advantages. It was quick (1 min.) and simple, it did not 

cause artificial degranulation and did not need cooling of cells nor functional actin cytoskeleton. To 

check properties of plasma membranes isolated in this way, I have introduced two other approaches 

of membrane sheet isolation from nonadherent cells. These approaches, however, served only as 

controls, for they were less practical than the method based on adsorption to glass. The first approach 

consisted in active binding of mast cells to components of extracellular matrix in response to priming 

by IgE (based on finding of Lam et al., 2003), it thus make use of a specific mechanism; the second 

control technique reduced the adsorption step to minimum, for consisted in mere pressing suspended 

cells to electron microscopy grid. As I did not find any difference in membrane morphology nor in 

topographical changes of FcεRI in the course of mast cell activation between plasma membrane 

sheets prepared by all the three techniques, I further used only the method based on adsorption to 

glass for routine examination of topography of BMMC signaling molecules (article E). 

I found that the density of FcεRI on the plasma membrane of BMMC was roughly twice lower 

than on RBL cell plasma membrane (article E), which might possibly explain the fact that optimal 

BMMC degranulation was caused by lower concentration of antigen than in case of RBL cells 

(article B, coauthors; article A, coauthors). To activate BMMC, hence I was using both the antigen 

concentration optimal for BMMC and for RBL cells, to make comparison of FcεRI topography on 

both cell types more predicative. Interestingly, the both concentrations induced comparable 

internalization of FcεRI in BMMC, corresponding to internalization in RBL cells. The finding 

indicating that FcεRI multimerization on BMMC did not lead to formation of large FcεRI aggregates 

was all the more striking. On nonactivated BMMC and RBL cells, FcεRI could be detected as clusters 

of comparable size, but these clusters internalized forming temporary pronounced aggregates in RBL 

cells, whereas in BMMC, the FcεRI domains endocytosed without observable increase in their size. 

The overall extent of internalization was comparable in both cell types, but the local dynamics 

markedly differed, as BMMC preferred higher number of small spots, whereas RBL cells preferred 

larger platforms but of lower number (article E). Thus, the established view describing mast cell 

primary signaling domains as large aggregates of FcεRI, based on leukemic RBL cell line (Wilson et 

al., 2001; Wilson et al., 2002), may not correspond to physiological reality and does not represent a 

general phenomenon. Primary signaling spots of BMMC are far smaller and they resemble the large 

FcεRI domains of RBL cells when the receptor is aggregated at low temperature (4°C) but not at 

normal conditions (article E). 

Secondary signaling domains of mast cells were described as aggregates of transmembrane 

adaptor protein LAT that provides structural and functional support for signal transduction into the 

cell interior (Wilson et al., 2001; Wilson et al., 2002). NTAL turned out to be an adaptor protein very 

similar to LAT (Brdička et al., 2002), but its topography at elelectron microscopy level was 

unknown. I thus analysed RBL cell membrane sheets and demonstrated that in the plasma membrane, 

NTAL is distributed in clusters of the same morphology that is shown by LAT, and (again similarly 

to LAT) NTAL can be found at periphery of large FcεRI aggregates. However, LAT and NTAL were 
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forming nonoverlapping domains both in activated and nonactivated cells (article B). This was a 

rather surprising finding, as the both structurally similar palmitoylated proteins belonged to the so 

called lipid raft markers and it could be thus supposed that they would share common lipidic milieu. 

In the same year, however, a study has been published documenting substantial topographical 

independence of some lipid raft markers in RBL cell plasma membrane (Wilson et al., 2004) and the 

view of lipid rafts started to be changed.  

I decided to check whether the separation of LAT and NTAL adaptors is specific to RBL cell 

line and whether the phenomenon could artificially result from binding of detection antibodies. It 

turned out that the both adaptors formed nonoverlapping domains even in BMMC and that this effect 

was not caused by labeling procedure (article E). Provided that palmitoylation is responsible for 

tendency of LAT and NTAL to contact common organized lipidic milieu, there must exist a 

mechanism that outweighs this effect and separates their aggregates. It seems that the most probable 

explanation could be protein-protein interactions within signalosomes formed around cytoplasmic 

domains of these adaptors, as the content and distribution of LAT and NTAL binding sites differs 

(Brdička et al., 2002) and importance of protein-protein interactions in the process of forming 

functional domains of phosphorylated LAT has been demonstrated in T cells (Schade and Levine, 

2002). Establishment and stabilization of membrane protein aggregates, to a large extent also depends 

on cytoskeleton binding, and the morphology of respective domain is a result of both protein-protein 

and protein-lipid interactions (Lillemeier et al., 2006).  

In mast cells, NTAL serves as a negative regulator of FcεRI signaling, but it is also able to 

compensate for positive role of LAT adaptor (Zhu et al., 2004; article B, coauthors). Excessive 

NTAL expression has also (besides supressing the activation) effect on mast cell morphology, which 

is caused by affecting actin polymerization (article D, coauthors). Hence, it was possible that the 

inhibitory effects of over-expressed NTAL could display already in the moment of FcεRI aggregate 

formation. However, I found that FcεRI topography in the course of RBL cell activation and 

localization of NTAL regarding FcεRI did not differ between cells expressing normal, higher or 

lower amount of NTAL. Over-expressed NTAL itself also did not form any unusual structures, 

except the fact that its domains were larger (article D). Inhibitory effect of NTAL on mast cell 

activation thus probably does not consist in affecting formation of FcεRI signaling assemblies. 

In spite of results describing topographical independence of some lipid raft markers, presence 

of lipidic aggregates within the plasma membrane is supported by the fact that LAT, which lacks 

extracellular domain, colocalizes with Thy-1 glycoprotein, which is extracellularly anchored to the 

plasma membrane via GPI anchor (Wilson et al., 2004). I was interested whether so similar NTAL 

protein would have similar close topographical relationship to Thy-1 as LAT had, or whether these 

proteins would be separated in concordance with independent localization of LAT and NTAL. It 

turned out that Thy-1 domains colocalized with both LAT and NTAL clusters, especially after 

extensive aggregation of Thy-1, and that even under these conditions the both adaptors were not 

forming common islets. However, they were localized closer to each other than it would be in case of 

random distribution (article C). Because both adaptor proteins were phosphorylated upon Thy-1 

aggregation (article C, coauthors), domains of Thy-1 seem to serve as platforms that stimulate and 

conjugate independent aggregates of two functionally related but to a large extent antagonistic 

signaling molecules, which could be one of mechanisms of lipid raft-mediated signal modulation. 

As a suitable tool for analysis of Thy-1 domain structure, an RBL transfectant expressing not 

only endogenous Thy-1.1 but also allochtonous Thy-1.2 isoform was used. The both Thy-1 variants 

could be distinguished and aggregated by specific monoclonal antibodies. The same anchoring 

module of Thy-1.1 and Thy-1.2, as well as 82% amino acid identity of these isoforms could possibly 

cause their mixing in common domains. Fluorescence microscopy, however, suggested their 

independent movement (article C, coauthors). The question remained topography of both proteins at 

resolution of electron microscopy and also the also intensity of coherence between Thy-1.1 molecules 

and between Thy-1.1 and Thy-1.2 should be analyzed. On plasma membrane sheets, antibody-
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induced (and labeled) Thy-1.1 aggregates strongly colocalized with molecules of the same isoform 

labeled additionally after fixation. Under the same conditions, labeled after fixation, however, Thy-

1.2 isoform colocalized only weakly with Thy-1.1 aggregates – in this case domains of both proteins 

were often localized in close vicinity, but they kept considerable structural independence (article C). 

It seems thus that despite equal membrane anchor and high sequence identity, different Thy-1 

isoforms form different domains in the plasma membrane. Between these domains certain weak 

coherence may exist, but they seem to be relatively independent. As already mentioned, formation of 

protein aggregates, that are present even in the plasma membrane of nonactivated cells, is apparently 

affected by actin cytoskeleton (Lillemeier et al., 2006). Within scale of several nanometres, 

dimerization of one of Thy-1 isoforms leads to increased association with aggregates of the other 

isoform, and actin cytoskeleton supports their contact. By contrast, this cytoskeleton serves as spacer 

preserving molecules of one isoform from excessive packing (article C, coauthors).  

Taken together, lipidic interactions seem to play important role in establishment of basic 

stabilized lipid raft units (after dimerization), but organization of these elementary structures into 

higher-order domains is affected by cooperation with actin cytoskeleton in an ambiguous process. 

This dissertation documents that different raft-residing molecules, although often of very similar 

sequence, tend to formation of different membrane domains. An exception is strong colocalization of 

intracellularly oriented palmitoylated transmembrane adaptor proteins LAT and NTAL with 

aggregates of extracellular protein Thy-1. One of the mechanisms separating raft proteins to distinct 

domains probably may be effect of specific protein-protein interactions, in some cases for example 

also variant glycosylation might play a role. It turns out that formation of signaling spots in the 

plasma membrane is organized not only by considerably complex, but also highly dynamic system, 

and that some particular features accompanying this process can substantially differ between various 

model exemplars of a given cell type. The presented technique of plasma membrane sheet preparation 

from nonadherent cells may facilitate research in this field. It must be, however, mentioned that a 

plastic view of signal transduction across the plasma membrane can be achieved only by combination 

of various mutually complementary approaches. 
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Conclusions 

 

Three techniques of isolation of plasma membrane sheets from nonadherent BMMC mast cells 

have been developed. One of them, based on adsorption of leukocytes to glass surface, turned 

out to be very promising and provided many scientific data (article E). 

 

Activation of RBL mast cells by FcεRI receptor dimerization led to increase of Grb2 adaptor 

content in the plasma membrane. However, by contrast to the case of receptor multimerization, 

this Grb2 did not significantly colocalize with FcεRI, and, by immunolabeling of membrane 

sheets, distribution of FcεRI was not distinguishable from the distribution on nonactivated cells 

(article A).  BMMC, in contrast to RBL cells, after multimerization of FcεRI did not form larger 

aggregates of this receptor than nonactivated cells did. FcεRI multimerization led to its 

internalization of comparable intensity and overall dynamics in BMMC and RBL cells, but 

local redistribution of FcεRI fundamentally differed between these two cell types (article E). 

Established model of large (approximately 200 nm) signaling domains of FcεRI receptor has 

been challenged. 

 

NTAL adaptor protein has been clustered in the plasma membrane and distributed analogously 

to LAT adaptor, and also their topographic relations to FcεRI receptor and Thy-1 glycoprotein 

were analogous.  In RBL cells, after FcεRI multimerization, both adaptors were occasionally 

localized at the periphery of FcεRI aggregates; despite it, however, LAT and NTAL were 

organized in distinct domains in the course of BMMC as well as RBL cell activation (articles B, 

E). Both adaptors strongly colocalized with aggregated Thy-1 glycoprotein, but even under 

these conditions they preserved their distribution in separate domains (article C). These results 

support the view of membrane rafts as a system constituted by interplay of lipidic and protein 

interactions.  

 

Neither excessive, nor decreased expression of NTAL adaptor, which is a negative regulator of 

mast cell signaling, affected FcεRI distribution in the course of RBL cell activation. These 

changes in amount of NTAL molecules in the plasma membrane caused corresponding changes 

of NTAL domain size, but the character of NTAL distribution was not changed (article D).   

 

Thy-1.1 and Thy-1.2 isoforms were localized to a great extent independently within the plasma 

membrane. Aggregation of Thy-1.1 lead to only weak coaggregation of Thy-1.2. By contrast, 

molecules of identical isoform showed much higher coherence (article C). 
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