lisit mezi riznymi modelovymi zastupci daného bun&&ného typu. Prezentovana
metoda izolace membranovych listi z neadherentnich bungk by mohla vyzkum

v tomto oboru usnadnit. Je vSak tfeba pfipomenout, Ze plastického obrazu o pfenosu
signalu pres plazmatickou membranu je mozno dosahnout jen souhrou fady
rozdilnych a vzajemné se dopliiujicich pfistupa.

Zavéry

Byly vytvoreny tfi zpiisoby izolace membranovych listii z neadherentnich
Zirnych bunék BMMC. Jeden z nich, zaloZeny na adsorpci leukocyti

ke sklenénému povrchu, se ukdzal byt zvlasté slibny a poskytl Fadu védeckych
dat (¢ldnek E).

Aktivace Zirnych bunék RBL dimerizaci receptoru FceRI vedla k obohaceni
plazmatické membrany o adaptorovy protein Grb2, ktery viak, na rozdil

od pripadu multimerizace receptoru, s FceRI signifikantné nekolokalizoval
a distribuce FceRI nebyla metodou imunoznaceni membranovych listi
odligitelna od distribuce na neaktivovanych buiikich (c¢ldnek A). Zirné buiiky
BMMC, na rozdil od bunék RBL, netvofily po multimerizaci receptoru v&tsi
agregaty FceRlI, neZ buriky neaktivované. Multimerizace receptoru FceRI vedla
u bunék BMMC a RBL k jeho internalizaci o srovnatelné intenzité i celkové
dynamice, ale lokalni redistribuce FceRI se u nich zdsadné liSila (¢ldnek E).
Vzity model rozsihlych (priblizné 200 nm) signalizaénich domén tohoto
receptoru byl zpochybnén.

Adaptorovy protein NTAL byl v plazmatické membréné distribuovéan

v klastrech obdobnym zpiisobem jako adaptor LAT, a rovnéZ jejich
topografické vztahy k receptoru FceRI a glykoproteinu Thy-1 byly obdobné.
Po multimerizaci FceRI se oba adaptory u bunék RBL pfileZitostn& nachazely
na periferii agregitu tohoto receptoru, piesto v§ak NTAL a LAT tvorily
oddélené domény jak v priibéhu aktivace bunék RBL, tak BMMC (cldnky B, E).
Oba adaptory vyrazné kolokalizovaly s agregovanym glykoproteinem Thy-1,
aviak i za téchto podminek si uchovavaly charakter separatnich domén (cldnek
C). Tyto vysledky podporuji obraz membranovych rafti jako systému
tvoreného souhrou proteinovych a lipidickych interakei.

Nadmérn4 ani snizend exprese adaptoru NTAL, ktery je negativnim

regulitorem signalizace Zirnych bunék, se na distribuci receptoru FceRI
v pribéhu aktivace bunék RBL neprojevila. Tyto zm&ny mnoZstvi molekul
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NTAL v plazmatické membrané vyustily v odpovidajici zmény velikosti domén
tohoto adaptoru, ale charakter jeho distribuce zménén nebyl (cldnek D).

Izoformy Thy-1.1 a Thy-1.2 byly v plazmatické membrané distribuoviny do
znatné miry nezdvisle. Agregace Thy-1.1 vedla jen k slabé koagregaci Thy-1.2,
oproti tomu molekuly téZe izoformy vykazovaly mnohem vyssi soudrZnost
(clanek C).



