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Abstrakt 

   Aktivácia žírnych buniek cez vysoko-afinitný IgE receptor (FcεRI) je považovaná za 

kľúčovú v alergickej zápalovej odpovedi. Štúdie dokazujú, že existujú aj iné povrchové 

receptory, ktoré môžu výrazne ovplyvňovať bunečnú degranuláciu. Väzba „stem cell factor“ 

(SCF) na c-Kit receptor posilňuje mieru FcεRI sprostredkovanej degranulácie. Hlavné 

iniciačné signálne kroky indukované agregáciou FcεRI sú aktivácia protein tyrozin kináz Src 

rodiny (Lyn a Fyn) a Syk kinázy, rýchla tyrozin fosforylácia samotného receptoru a nasledná 

fosforylácia štruktúrne podobných adaptorových proteinov NTAL (non-T-cell activation 

linker) a LAT (linker for activation of T cells). Prekvapivo, SCF sprostredkovaná c-Kit 

aktivácia v ľudských žírnych bunkách indukuje fosforyláciu NTAL proteinu ale LAT proteinu 

nie. Predpokladá sa, že NTAL je dôležitý spojovník medzi FcεRI a c-Kit signálnymi dráhami 

a teda prispieva k regulácii degranulácie žírnych buniek. V tejto práci je diskutovaná úloha 

NTAL proteinu v signalizácii žírnych buniek cez FcεRI a c-Kit receptor na základe 

publikovaných aj nepublikovaných výsledkov. Z týchto dát plynie, že NTAL má 

komplexnejšiu úlohu, ako sa pôvodne predpokladalo a na objasnenie jeho funkcie v žírnych 

bunkách sú potrebné ešte ďalšie štúdie. 
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Abstrakt 

   Mast cell activation mediated by the high-affinity IgE receptor (FcεRI) is considered to be a 

key event in the allergic inflammatory responses. Recent studies showed that there are some 

other surface receptors that might also markedly influence mast cells degranulation. Thus, 

binding of stem cell factor (SCF) to c-Kit receptor potentiates the rate of FcεRI-mediated 

degranulation. One of the major initial signaling events induced by FcεRI aggregation is 

activation of Src family protein tyrosine kinases (Lyn and Fyn) and Syk kinase, rapid tyrosine 

phosphorylation of  the receptor itself, followed by phosphorylation of the structurally similar 

adaptor proteins, NTAL (non-T-cell activation linker) and LAT (linker for activation of T 

cells). Interestingly, c-Kit triggering by SCF in human mast cells led to phosphorylation of 

NTAL but not LAT. It has been suggested that NTAL is an important link between the 

signaling pathways that are initiated by both FcεRI and c-Kit and thus contributing to 

regulation of mast cell degranulation. In this work the role of NTAL in mast cell signaling 

through FcεRI and c-Kit is critically evaluated based on published as well as unpublished 

results. The combined data indicate that NTAL has more complex role than previously 

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

1.1 Aktivácia žírnych buniek 

  Žírne bunky (mastocyty), bunky imunitného systému, prvýkrát popísal Paul Ehrlich v roku 

1879 ako bunky spojivového tkaniva. Nazval ich „mastzellen“ vďaka nápadným granulám, 

ktoré obsahovali. Nazdával sa, že je v nich fagocytovaný tuk z potravy. Časom sa zistilo, že 

majú spolu s bazofilmi významnú úlohu pri alergických reakciách sprostredkovaných 

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

   Žírne bunky patria medzi bazofilné granulocyty. Vznikajú a vyvíjajú sa v kostnej dreni 

z pluripotentných buniek. K ich diferenciácii dochádza pod vplyvom T lymfocytov, ktoré 

produkujú rastový faktor interleukin 3 (IL-3). Svoj vývoj však dokončia až v tkanivách, kde 

sa zmenia na efektorové bunky za pomoci antigen prezentujúcich buniek. Nachádzajú sa 

hlavne na strategických miestach ako sú vetvenie ciev a steny dutých orgánov. Existujú 

taktiež sliznicové a kožné podtypy žírnych buniek. Samotný IL-3 ale pre úplné dozretie 

žírnych buniek nie je postačujúci. Treba k tomu ďalší rastový faktor – „stem cell factor/mast 

cell growth factor“ (SCF/MCGF), ktorý interaguje s receptorom c-Kit na povrchu žírnych 

buniek. Počas diferenciácie dochádza taktiež k tvorbe IgE receptorov - FcεRI, ktoré 

sprostredkovávajú aktiváciu žírnych buniek. Membránové receptory FcεRI a c-Kit sú  teda 

jednými z najskúmanejších receptorov zúčastňujúcich sa na aktivácii žírnych buniek.  

   Skoré aktivačné štádium žírnych buniek zahŕňa zvýšenú aktivitu Lyn a Syk kináz, 

fosforyláciu tyrozínov subjednotiek vysokoafinitného IgE receptoru a polymerizáciu 

monomérneho G-aktinu na filamentárny F-aktin. Aktivácia žírnych buniek vedie k uvoľneniu 

dôležitých mediátorov alergických reakcií ako histamín, heparín, serotonín, tryptáza, 

chymáza, chondroitin sulfát, cytokininy - interleukiny a „tumor necrosis factor“ (TNF) 

a ďalšie zápalové mediátory. Ich uvoľnenie má obrannú funkciu, ako napríklad zvýšenie 

lokálneho prekrvenia a zvýšenie priepustnosti cievnych stien (hlavne účinkom histaminu), čo 

má za následok ľahší prienik buniek a humorálnych faktorov imunitného systému do miesta 

kontaktu s antigenom. Histamín je taktiež zodpovedný za hlavné príznaky alergie ako sú 

nádcha, astma, opuch, výsypka alebo hnačka. Pôsobenie väčšieho množstva histamínu na 

organizmus môže dokonca vyvolať anafylaktický šok vedúci až k smrti. 
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2. c-kit receptor 

2.1  Proteinkinázy (PK) 

      c-Kit receptor patrí do rodiny proteinkináz, konkrétne medzi tyrozin kinázy (spôsobujú 

fosforyláciu aminokyseliny tyrozinu). Proteinkinázy sú enzýmy hrajúce dôležitú úlohu takmer 

vo všetkých oblastiach bunečnej biológie, hlavne v procesoch aktivácie buniek, ich rastu a 

diferenciácii. Poruchy ich funkcie teda vedú k závažným ochoreniam organizmu. PK svojou 

aktivitou regulujú apoptózu, bunečný cyklus, štruktúrne zmeny cytoskeletu, diferenciáciu, 

vývoj, transkripciu, funkciu nervového systému a imunitnú odpoveď. Funkcia PK je závislá 

na ligandoch, viažucich sa na regulačné podjednotky. Aktivita PK je regulovaná kofaktormi, 

aktivačnými aj inhibičnými proteinmi, prípadne autofosforyláciou.  

   Úlohou PK je prenos fosfátovej skupiny z molekuly ATP (adenozintrifosfát) na špecifické 

aminokyseliny proteinov. Podľa toho, ktorá aminokyselina sa fosforyluje, sa delia na protein 

serin/threonin kinázy (ako sú napr. MAP kináza, CaM kináza alebo rodina Polo kináz 

dôležitých v diferenciácii a proliferácii) a protein tyrozin kinázy zvané tiež receptor tyrozin 

kinázy (RTK), kam patria okrem c-Kit receptoru aj Src, Syk a Lyn kinázy a mnohé ďalšie. 

Protein kinázová rodina je druhou najväčšou enzýmovou rodinou (po proteázach) a patrí do 

nej vyše 500 molekúl. Delí sa na  20 štruktúrnych podrodín, ku ktorým sú priradené príslušné 

rodiny proteinových ligandov. c-Kit patrí do rodiny PDGFR (platelet-derived growth factor 

receptor), ktorá sa značí aj poradovým číslom III. Je charakterizovaná prítomnosťou piatich 

extracelulárnych „imunoglobulinu podobných“ domén nachádzajúcich sa v extracelulárnej 

části a dvojdielnou intracelulárnou tyrozin kinázovou doménou. 

   Po naviazaní ligandu dôjde ku konformačnej zmene receptora, čo umožní dimerizáciu RTK 

a následnú autofosforyláciu tyrozinových zbytkov intracelulárnej domény. Pričom doména 

jedného receptoru z diméru RTK nakríž fosforyluje doménu druhého receptora a naopak. 

K tomu však dôjde len v prípade, ak sú obidva monoméry plne funkčné. Ak je jeden z nich 

nefunkčný, nedôjde k aktivácii (autofosforylácii) RKT. Táto vlastnosť tyrozin kináz sa 

využíva pri ich cielenej inhibícii. Používa sa na to špeciálne upravená DNA 

(deoxyribonukleová kyselina), ktorá nesie mutáciu v géne pre RTK. Takto upravená DNA sa 

vnesie do bunky pomocou metód génového prenosu (transfekcia). Tyrozin kinázy týchto 

buniek sú síce schopné dimerizácie ale k ich aktivácii už nedochádza.  
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   Autofosforyláciou dôjde k stabilizácii väzobných miest pre intracelulárne signálne molekuly 

a teda k iniciácii a následnému prenosu intracelulárneho signálu vďaka ďalším adaptorovým 

proteinom. Autofosforylácia cytozolickej domény RTK prispieva k aktivácii receptoru dvomi 

spôsobmi. Zatiaľ čo fosforylácia v tyrozin kinázovej doméne zvyšuje kinázovú aktivitu RTK, 

fosforylácia tyrozinov mimo kinázovú doménu vytvorí vysoko afinitné väzobné miesta pre 

množstvo adaptorových proteinov, ktoré prenášajú signál ďalej. Tieto signálne proteiny sa ale 

neviažu na jedno a to isté miesto aktivovaného receptoru. Jednotlivé typy proteinov sa viažu 

na rôzne fosfotyroziny vďaka svojim špecifickým fosfotyrozin väzobným doménam, ktoré 

rozpoznávajú okrem fosfotyrozinu aj okolitú štruktúru peptidového reťazca RTK. Sú dve 

možnosti „aktivácie“ adaptorových proteinov. Buď po naviazaní na RTK dochádza k 

fosforylácii v mieste tyrozinu a  tým dôjde k ich „aktivácii“, alebo je na ich „aktiváciu“ 

postačujúca samotná väzba proteinu na receptor. Aurofosforylácia teda slúži ako „prepínač“ 

na spustenie konkrétnej signálnej dráhy z množstva potenciálnych dráh (cez príslušné 

adaptorové proteiny) podľa momentálnej potreby bunky (obrázok 1.). 

 

 
 

Obrázok 1. 

 Väzba adaptorových proteinov na rôzne fosfotyroziny aktivovanej RTK 

( prevzaté a upravené z Molecular biology of the cell – Alberts) 
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2.2 Funkcia, štruktúra a dimerizácia c-Kitu 

   Kit gén ako prvý popísal Besmer ako vírový onkogén (v-Kit) mačacieho sarkoma vírusu 

H24-FeSV (1). Podľa toho dostal aj svoje pomenovanie (Kit – mačiatko z ktorého bol 

izolovaný). Neskôr sa ale ukázalo, že ide o protoonkogén c-Kit a  že v-Kit vznikol 

transdukciou a odstrihnutím N-terminálnej sekvencie, ktorá zahŕňa extracelulárnu aj 

transmembránovu domému, ako aj okolo 50  aminokyselín z C-konca c-kitu (2). Gén pre      

c-Kit receptor sa nachádza na 4. chromozóme (4q11-q12) a je kódovaný W lokusom (whitte 

spotting locus), zatiaľčo Kit ligand (SCF) je kódovaný Sl lokusom (steel locus) 

nachádzajúcom sa na 10. chromozóme (3;4).  

   Kit receptor sa nachádza okrem žírnych buniek aj na melanocytoch, pohlavných bunkách 

a kmeňových bunkách.  Jeho funkcia sa uplatňuje hlavne pri vývoji týchto buniek. Má vplyv 

na migráciu a vývoj melanocytov, tvorbu krvných buniek – hematopoézu,  prežitie 

a proliferáciu primordiálnych pohlavných buniek – gametogenézu, vývoj žírnych buniek 

a pravdepodobne aj centrálnej nervovej sústavy. Čo sa týka vývoja žírnych buniek, c-Kit 

reguluje migráciu a prežívanie prekurzorov žírnych buniek, podporuje proliferáciu zrelých aj 

nezrelých žírnych buniek, posilňuje ich maturáciu, indukuje tvorbu a sekréciu mediátorov 

žírnych buniek – reguluje mieru ich uvoľňovania. Taktiež potláča apoptózu (programovanú 

bunkovú smrť) indukovanú ožiarením alebo deficitom rastových faktorov. c-Kit má teda 

vplyv na funkciu, fenotyp ale aj počet žírnych buniek. Pri defektnej funkcii c-Kitu dochádza 

k poruchám proliferácie, prežívania, chemotaxie, adhézie, uvoľňovania serotonínu, histamínu 

a proteoglykanov. Mutácia v obidvoch lokusoch (W aj Sl) má za následok  veľký deficit 

žírnych buniek. V takýchto tkanivách sa nachádza menej ako 1 % z počtu žírnych buniek 

nachádzajúcich sa v tkanivách normálneho (+/+) jedinca.  

   Receptorové tyrozin kinázy a teda aj c-Kit  sú transmembránove proteiny, zložené z 3 častí 

kódovaných 20-timi exónmi v prípade c–Kitu (obrázok 2.): intracelulárnej (tu sa nachádza 

tyrozin kinázová doména) – exony 13 - 20, transmembránovej (silne hydrofóbna) – exony 10, 

11, extracelulárnej 1 - 9 exon, ktorá obsahuje 5 "imunoglobulinu podobných" domén. Na 

transmembránovu doménu sa pripájajú extracelulárna a intracelulárna juxtamembránová 

doména. 
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Obrázok 2.  

Schéma štruktúry Kit receptoru v porovnaní s PDGER (platelet-derived growth factor 

receptor) 

 I - V: extracelulárne „imunoglobulinu podobné“ domény; TK1, TK2: intracelulárna 

dvojdielna tyrozin kinázová doména; 1 - 21: čísla exónov; EC: extracelulárny priestor; IC: 

intracelulárny priestor; BM: bunková membrána;  

Prevzaté a upravené od  (5) 

 

Prvá až tretia „imunoglobulinu podobná“ doména zabezpečujú špecificitu pre väzbu ligandu – 

SCF. Štvrtá "imunoglobulinu podobná" doména je potrebná pre dimerizáciu 

transmembránovej formy c-Kitu. Existuje aj solubilná forma, ktorá hoci obsahuje len prvé tri 

imunoglobulinu podobné domény, je tiež schopná dimerizácie. Funkcia piatej 

„imunoglobulinu podobnej“ domény transmembránového c-Kitu nie je zatiaľ plne známa. 

Zistilo sa však, že existujú 2 rôzne varianty, odlišujúce sa v Gly-Asn-Asn-Lys (GNNK) 

sekvencii v extracelulárnom juxtamembránovom regióne (6;7). Experimenty ukázali, že pri 

absencii tejto sekvencie dochádza k rýchlejšej a rozsiahlejšej autofosforylácii - silnejšej 

aktivácii Kit kinázy. U tejto formy dochádza tiež k rýchlejšej degradácii SCF ako u GNNK+ 
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formy, kde je rýchlosť degradácie SCF znížená. Afinita ku Kit ligandu týchto izoforiem však 

nie je signifikantne odlišná (8). Krátky transmembránový región slúži k prenosu 

extracelulárneho signálu do cytosolu. Intracelulárna juxtamembránová doména (vzdialená 30 

aminokyselín od transmembránovej domény) prechádza do kinázovej domény, ktorá je 

rozdelená hydrofilným regiónom (77 aminokyselín) na ATP viažucu doménu 

a fosfotransferázovú (katalitickú) doménu. Intracelulárna doména je zakončená 50 

aminokyselín dlhým „kinázovým chvostom“. V kinázovej doméne sa nachádza  množstvo 

tyrozinov a serinov, ktoré možu byť fosforylované. Fosforyláciou konkrétnych aminokyselín 

sa reguluje aktivita Kitu a interakcia s ďalšími proteinmi a tým sa spúšťa konkrétna signálna 

dráha. 

    Kit ligand (KL, SCF) je syntetizovaný ako transmembránový protein, ktorý môže byť 

proteolyticky štiepený (jeho exrtacelulárna doména) na solubilnú formu (9;10).  Zatiaľčo v 

podmienkách „in vitro“ sú obidve formy biologicky aktívne, podmienky „in vivo“ vyžadujú 

transmembránovú formu SCF k správnemu priebehu hematopoézie (11-13). 

   Existujú dva modely dimerizácie c-Kit receptoru indukovanej väzbou SCF ligandu. Prvý 

vraví, že väzba SCF diméru na c-Kit iniciuje dimerizáciu c-Kit receptoru (14). Tento model je 

podporovaný faktom, že nekovalentne viazaný dimér SCF má vyššiu biologickú aktivitu ako 

monomérna forma (15). Druhý model hovorí, že väzba SCF na monomérny receptor c-Kit 

vyvolá konformačnú zmenu receptoru, vedúcu k interakcii štvrtej "imunoglobulinu podobnej" 

domény medzi dvomi molekulami c-Kitu (16). 

2.3 c-Kit signálna dráha 

Aktivovaný (fosforylovaný) Kit receptor (prostredníctvom SCF) cez svoj transmembránový 

segment „prenáša“ pôvodný extracelulárny signál na intracelulárny a spúšťa tak 

vnútrobunkovú kaskádovú reakciu. Fosforylovaná cytosolická doména c-Kitu priamo 

interaguje s fosfatidylinozitol 3-kinázou (PI3K), kinázami Src rodiny – Lyn a Fyn, 

fosfolipázou Cγ-1, tyrozin fosfatázami SHP1a SHP2, adaptorovými proteinmi Grb2, Shc, Ras 

a Vav - GDP/GTP meniaci faktor a inými proteinmi. Ich aktivované (fosforylované) formy 

následne aktivujú ďalšie adaptorové proteiny, čím dochádza k šíreniu signálu ďalej až do 

jadra, kde má vplyv na reguláciu transkripcie. 
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2.3.1 Fosfatidylinozitol 3-kináza (PI3K) 

      PI3K je lipidová kináza, ktorá má vplyv na proliferáciu, adhéziu, motilitu a variabilitu 

rôznych bunkových typov. Aktivovaná (fosforylovaná) PI3K fosforyluje fosfatidylinozitol 

(PtdIns, PI), konkrétne 3-OH skupinu na inozitolovom kruhu za vzniku 

fosfatidylinozitolbisfosfátov PI2 – PtdIns(3,4)P2, PtdIns(3,5)P2 a fosfatidylinozitoltrisfosfátu 

PtdIns(3,4,5)P3. Tieto bioaktívne lipidy potom slúžia ako signálne intermediáty aktivujúce 

ďalšie molekuly, ktoré ich rozpoznávajú. „Privolanie“ PI3K k cytoplazmatickej membráne 

(a tým aj k substrátu) sa deje prostredníctvom aktivovaného Kit receptoru (17-19). 

   PI3K je heterodimer zložený z regulačnej (85 kDa) a katalytickej (110 kDa) podjednotky. 

Regulačná podjednotka obsahuje dve „Src homology 2“ (SH2) domény, SH3 doménu  

a prolin-bohatú doménu, ktoré sú dôležité pre interakciu s inými proteinmi. SH2 doména 

interaguje s fosforylovaným  c–Kit receptorom. Regulačná podjednotka teda slúži ako adaptér 

na „prinesenie“ katalytickej podjednotky k substrátu – fosfatidylinozitol. Keď bol 

extracelulárny región Kit receptoru nahradený regiónom z EGF (epidermal growth factor) 

receptoru (tiež RTK s "imunoglobulinu podobnými" doménami) a intracelulárny región        

c-Kitu ostal nezmenený, aktivácia PI3K bola porovnatelná s prípadom, keď štrukúra Kit 

receptoru nebola pozmenená (7;17;20). Mutovaný Kit s chýbajúcou kinázovou aktivitou 

neaktivuje PI3K, zatiaľčo v bunkách exprimujúcich konštitutívne aktivovaný Kit dochádza 

k zvýšenej aktivácii PI3K (7). Z týchto pokusov teda vyplýva, že aktivácia PI3K cez Kit 

receptor priamo súvisí s jeho katalytickou aktivitou. Pre väzbu PI3K na Kit je potrebný 

tyrozin 719 Kit receptoru v inzerte kinázovej domény – je to jediné väzobné miesto PI3K. 

Jeho substitúcia za fenylalanín eliminuje schopnosť asociácie PI3K a Kit receptorom a teda aj 

aktivitu PI3K. To má v konečnom dôsledku za následok zníženie DNA syntézy až apoptózu 

v závislosti na substitúcii ďalších tyrozinov (ako napr. Tyr568 – väzobné miesto kináz Src 

rodiny, kedy dochádza k apoptóze indukovanej deficitom rastových faktorov). Zaujímavé je, 

že autofosforylačná aktivita c-Kitu s mutovaným Tyr719 ostáva nezmenená (21;22) 

2.3.2 Kinázy Src rodiny – Lyn a Fyn 

   Src kinázy sú tyrozin kinázy zúčastňujíce sa množstva bunečných funkcií ako sú bunečná 

adhézia, motilita, prežívanie, diferenciácia, regulácia bunkového cyklu a v bunkovej 

architektúre (23;24). Sú aktivované množstvom RTK-áz. c-Kit( teda CSF signalizáciou ) sú 

aktivované Lyn a Fyn kinázy.  
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      Sú zložené z tyrozin kinázovej domény, SH2 domény – interaguje s fosfotyrozinom, SH3 

domény – interakcia s prolin bohatými regiónmi a acylačného signálu na N-konci proteinu – 

dôležitý pre zakotvenie enzýmu k membráne (25;26). Aktivácia a fosforylácia Src kináz Kit-

om je regulovaná extracelulárnou a intracelulárnou juxtamembránovou doménou. Rozdielne 

GNNK varianty Kit receptoru vykazujú rozdielnu aktiváciu Src kináz. Zatiaľčo GNNK- 

forma vedie k silnej a rýchlej aktivácii, GNNK+ forma vykazuje nižšiu kinetiku a vedie 

k zníženej degradácii SCF (27). 

   Fyn a Lyn sa viažu na Tyr568 a Tyr 570 intracelulárnej juxtamembránovej domény Kit 

receptoru (28;29). Substitúciou tyrozinov za fenylalanin sa zistilo, že Tyr568 je podstatne 

dôležitejší pre aktiváciu Src kináz. Zatiaľčo mutácia v Tyr570 viedla len k miernemu poklesu 

aktivácii kináz, mutácia v Tyr568 mala za následok stratu aktivácie niektorých kináz. Mutácia 

v obidvoch tyrozinoch viedla k úplnej strate aktivácie rodiny Src kináz (28).  

   Ukázalo sa, že Lyn kináza má podstatnú úlohu v SCF sprostredkovanej proliferácii, pretože 

redukcia Lyn proteinu má za následok inhibíciu SCF sprostredkovanej proliferácie. Podobne 

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

 

2.3.3 JAK / STAT  

   JAK (Janus kináza) je rodina cytoplazmatických tyrozin kináz, ktorej hlavným substrátom 

je STAT (signal transducers and activators of transcription) – transkripčný faktor, 

lokalizovaný v jadre. Pre Kit indukovanú signálnu dráhu je najdôležitejšia JAK2 kináza, 

aktivovaná (fosforylovaná) asociáciou s Kit receptorom (31).  

   Zatiaľ sa identifikovalo sedem členov STAT rodiny – STAT1 až 6, pričom STAT5 má a a b 

izoformu (32). Na Kit signalizácii sa zúčastňujú STAT1, STAT3, STAT5a a STAT5b, pričom 

mechanizmy ich aktivácie sú rôzne. SCF indukuje asociáciu STAT1 s c-Kitom, čím dochádza 

k následnej fosforylácii tyrozinov STAT1 a nárastu väzobnej aktivity STAT1 k DNA (33). 

SCF aktivuje tiež STAT5 (cez  cytoplazmatický „kinázový chvost“ (34)) a indukuje serin 

fosforyláciu STAT3 (35;36). Po fosforylácii STAT proteinov Kit receptorom dochádza k ich 

dimerizácii (37;38). 
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2.3.4 Fosfolipáza Cγ (PLCγ) 

   PLCγ hydrolizuje PtdIns(4,5)P2 (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a Ins(1,4,5)P3  (IP3). DAG 

sa zúčastňuje aktivácie protein kinázy C (PKC) a IP3 pomáha uvoľňovať vápnikové ionty 

z endoplazmatického retikula. SCF indukuje slabú asociáciu medzi SH2 doménou PLCγ 

a Tyr936 Kit receptoru a následný mierny nárast fosforylácie tyrozinov PLCγ (39). Hoci je  

PLCγ substrátom c-Kitu, nejedná sa o aktiváciu klasickej  PLCγ signálnej dráhy. SCF totiž 

neindukuje signifikantný nárast IP3, ako by sa očakávalo (20;40). 

2.3.5 Ďalšie molekuly zahrnuté v c-Kit signalizácii 

SCF indukovaná signálna dráha je zatiaľ slabo preskúmaná. Hoci poznáme množstvo molekúl 

interagujúcich s Kit receptorom, nevieme často presný mechanizmus a hlavne význam týchto 

interakcií. Kit interaguje s proteinmi dôležitými v iných signálnych dráhach (napr. PI3K, 

PLCγ, Ras-Raf-MAP kinázová dráha) ale význam prepojenia týchto dráh s Kit signálnou 

dráhou nie je zatiaľ jasný.  

   Vie sa, že fosforylovaná PI3K a Fyn aktivujú Rac1 protein, malý G protein z Rho rodiny, 

ktorý je po aktivácii translokovaný do cytoskeletu. Aktivovaný Rac1 následne aktivuje JNK 

(Jun kinase) (obrázok 3.), čím dochádza k potlačeniu apoptózy indukovaj γ ožiarením 

a nedostatkom rastových faktorov. Ak je táto dráha prerušená a nedochádza k aktivácii JNK, 

nastávajú problémy pri proliferácii a prežívaní žírnych buniek (21).  

   Okrem cytosolových proteinov c-Kit nepriamo interaguje aj s ďalším membránovým 

receptorom žírnych buniek, dôležitým pre degranuláciu vnútrobunkových mediatorov, a tým 

aj pre aktiváciu žírnych buniek – FcεRI (41). 
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Obrázok 3. 

c-Kit signálna dráha vedúca k proliferácii žírnych buniek. Pri substitúcii tyrozinu v pozícii 

568 a 719 za fenylalanin nedochádza k aktivácii dráhy. 

Prevzaté a upravené od  (21) 

3. FcεRI 

3.1 Fc receptory 

      Fc receptor obecne je receptor viažuci Fc fragment (spodná časť ťažkých reťazcov) 

imunoglobulínu. Fc receptory sa nachádzajú na bunkách imunitného systému, ako sú 

makrofágy, neurofily, NK bunky a žírne bunky. Ich hlavnou funkciou je indukcia fagocytózy 

a ďalších imunitných odpovedí. Podľa typu protilátky ktorú viažu, sa delia na Fc-γ receptory 

(FcγR) - viažu IgG, Fc-α receptory (FcαR) – viažu IgA a  Fc-ε receptory (FcεR) – viažu IgE. 

Sú známe dva typy FcεR – FcεRI a FcεRII. FcεRI je vysoko-afinitný receptor schopný viazať 

monomery IgE, zatiaľčo FcεRII je nízko-afinitný receptor a reaguje preferenčne s komplexom 

IgE. FcεRI sa nachádza predovšetkým na bazofiloch a žírnych bunkách. 

. 
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3.2  Funkcia, štruktúra  a aktivácia FcεRI 

      Keď dôjde k infekcii, postihnutý organizmus sa bráni proti patogénom imunitnou 

odpoveďou. Jedným z jej prejavov je aktivácia žírnych buniek cez FcεRI, na ktorý sa viažu 

IgE. Väzba multivalentného antigenu na IgE-FcεRI komplex spôsobí agregáciu FcεRI a 

následnú degranuláciu – uvoľnenie mediatorov. FcεRI-iniciovaná reakcia je dôležitá 

v normálnej imunitnej odpovedi, v alergických reakciách ale aj v autoimunitných poruchách. 

Môže tiež spúšťať antiparazitické reakcie. 

   FcεRI je tetramérny transmembránový receptor, zložený z IgE rozpoznávajúcej α 

podjednotky, β podjednotky, ktorá sa podiela na väzbe IgE a dvoch γ podjednotiek (spojených 

disulfidickou väzbou) zodpovedných za iniciáciu intracelulárneho signálu (42). (obrázok 4.) 

Ľudský FcεRI existuje v dvoch formách – αβγ2 tetramer alebo αγ2 trimer. Podľa 

aminokyselinovej sekvencie podjednotiek a ďalších dát bol navrhunutý nasledujúci model 

FcεRI: α a γ podjednotky majú jeden transmembránový segment, pričom N-terminálny koniec 

je extracelulárny a C-terminálny koniec smeruje do cytosolu. β podjednotka, ktorá štyrikrát 

prechádza cytoplazmatickou membránou, má obidva konce proteinu orientované do cytosolu 

(42) (obrázok 4.). 

   Podjednotka α môže existovať tiež ako solubilná forma vďaka stop kodónu pred C-

terminálnou transmembránovou kotvou (43). Extracelulárna doména α podjednotky obsahuje 

sedem N-glykozylačných miest, ktoré majú vplyv na sekréciu a stabilitu receptoru (44). Nie 

sú však potrebné pre väzbu IgE na receptor (45). Kryštalografická štúdia ukázala, že α 

podjednotka je tvorená dvomi zkrátenými Ig doménami, zloženými do zakryvenej 

dvojdoménovej štruktúry (tvaru prevráteného písmena „V“), rozdielnej od ostatných Ig 

domenových štruktúr. V štrbine, kde sa obrátené „V“ napája na membránu, môže dochádzať 

k interakcii extracelulárnych domén β a γ podjednotiek s α podjednotkou. Na vrchu molekuly 

sú 4 tryptofánové zbytky, na ktoré sa viaže IgE. IgE väzbové miesto sa nachádza v druhej 

doméne a obsahuje nápadnú vyčnievajúcu slučku. Zasahujú sem susedné zbytky z prvej 

domény, ktoré sa pravdepodobne podieľajú na väzbe IgE na receptor (46). 

   Experimenty, skúmajúce vplyv štruktúry podjednotiek na agregáciu  FcεRI, ukázali že 

skrátenie cytosolickej domény α podjednotky, nemá  vplyv na schopnosť agregácie receptoru. 

Z toho sa dá usúdiť, že sa tu nenachádza kritické miesto pre interakciu receptoru 

s molekulami potrebnými k agregácii receptoru. Taktiež skrátenie N-terminálnej cytosolickej 

domény β podjednotky nemalo vplyv na schopnosť agregácie FcεRI, hoci ide o najväčšiu 
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cytosolickú doménu. Naopak sa ukázalo, že C-terminálna doména β podjednotky a 

cytosolická doména γ podjednotky hrajú dôležitú rolu v procese agregácie receptoru. Mutácia 

v jednej z týchto domén má za následok poruchu iniciácie intracelulárneho signálu, spôsobenú 

nesprávnou alebo žiadnou agregáciou FcεRI (47). 

   Podjednotky β a γ obsahujú cytosolický ITAM motív „immunoreceptor tyrosine–based 

activation motif“. Je založený na dvoch susedných tyrozinových motívoch 

(YxxLxxxxxYxxL), ktoré sú fosforylované počas signalizácie (48). Lyn sa špecificky viaže 

na nefosforylovanú ITAM doménu β podjednotky, tá je následne spolu s γ podjednotkou 

fosforylovaná, čo umožní asociáciu γ podjednotky so Syk kinázou. Táto asociácia Syk kinázy 

je postačujúca k indukcii jej konformačnej zmeny a tým aj aktivácii (49;50). (obrázok 4.) 

ITAM domény interagujú s ďalšími proteinmi, ako napr. proteiny Tec rodiny – Btk a Emt,  

Shc a PI3K. 

 

 

Obrázok 4. 

Štruktúra agregovaného FcεRI s naviazaným antigénom. Usporiadanie podjednotiek α, β a γ 

s vyznačenými fosforylovanými ITAM regiónmi („valce s bodkami“), na ktoré sa viažu Lyn 

a Syk kinázy. 

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

   Na aktivácii žírnych buniek sa okrem membránových receptorov zúčastňuje aj množstvo 

adaptorových proteinov. Jedným z nich je LAT (linker for activation of T cells). LAT je 

transmembránový 36 - 38 kDa veľký protein, lokalizovaný hlavne v lipidových raftoch, hoci 

sa zdá že asociácia s raftmi nie je pre jeho funkciu potrebná (52). Hoci pre vývoj T 

lymfocytov je LAT nepostrádateľný, u žírnych buniek to tak celkom neplatí. Aj u LAT-

deficientných buniek totiž dochádza k určitej miere degranulácie (53). U žírnych buniek teda 

existuje ešte odlišná transmembránová adaptorová molekula označovaná NTAL (non-T-cell 

activation linker) alebo tiež LAB (linker for activation of B cells) a  LAT2. Zistilo sa, že 

NTAL môže čiastočne plniť funkciu LAT proteinu u LAT deficientných buniek (dokáže 

interagovať s niektorými proteinmi viažucimi sa na LAT protein a aktivovať ich) (54). 

   NTAL sa javí ako štruktúrny a funkčný homológ LAT proteinu. Nie je však exprimovaný 

na T lymfocytoch (ako LAT) ale predovšetkým na B bunkách, NK bunkách a žírnych 

bunkách (ako aj LAT) (54). NTAL má podobnú štruktúru ako LAT (obrázok 5.). Má krátku 

extracelulárnu doménu, transmembránovú doménu, juxtamembránovú doménu a cytozolickú 

doménu. V juxtamembránovom regióne NTAL proteinu sú dva cysteinové zvyšky podobné 

tým v LAT proteine. U LAT sú palmitoylované a teda potrebné pre lokalizáciu proteinu 

v lipidických raftoch (55). NTAL je tiež lokalizovaný hlavne v lipidických raftoch cez 

palmitoylačné kotvy, ale v rozdielnych mikrodoménach (56). V cytosolovej doméne LAT aj 

NTAL sa nachádza deväť tyrozinových zvyškov, ktoré po fosforylácii slúžia ako potenciálne 

väzobné miesta pre ďalšie proteiny (55). Ide o Lyn a Syk závislú fosforyláciu (Lyn je 

potrebná pre aktiváciu Syk kinázy) po agregácii FcεRI  receptoru. Potvrdzuje to fakt, že u Lyn 

deficientných žírnych buniek nedochádza k fosforylácii NTAL proteinu (54). Bunky 

deficientné v LAT aj NTAL majú takmer nulovú schopnosť degranulácie (56).  
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Obrázek 5. 

Štruktúra ľudského NTAL a LAT, ich štruktúrnych domén a pozície 9 tyrozinov. EC je 

extracelulárna doména obsahujúca  4 aminokyseliny a TM je transmembránový segment (24 

aminokyselín). Modrou farbou je označený palmitoylačný motív CxxC a červenou vazebné 

miesto pre väzbu PLCγ na LAT proteine. Vazebné miesta pre GRB2 (YXN) sú vyznačené 

čiernou farbou. 

Prevzaté a upravené od  (57)  

 

NTAL aj LAT obsahujú 5 potenciálnych GRB2 (growth-factor-receptor-bound-protein 2) 

vazebných miest (YXN, pričom X je akákoľvek aminokyselina). Zdá sa ale, že pre LAT sú 

len 3 tieto miesta fosforylované a potrebné pre správnu funkciu. GBR2  má pravdepodobne 

úlohu negatívneho regulátoru v aktivácii buniek. Väzbou na NTAL je jeho funkcia 

eliminovaná. NTAL teda pravdepodobne funguje ako „vypínač“ negatívnej regulácie antigen 

sprostredkovanej mobilizácie vápnika a aktivácii buniek (58). Okrem GRB2 vazebného 

miesta sa na týchto adaptorových molekulách nachádzajú vazebné miesta pre iné proteiny, ale 

tie nie sú stejné pre LAT a NTAL. LAT  na rozdiel od NTAL proteinu viaže  PLCγ a GADS 

(GRB2-related adaptor protein). NTAL miesto toho obsahuje tzv. YIDP sekvenciu, ktorá 

viaže kinázy Src rodiny, ako Lyn a Fyn a protein fosfatázu SHP1 (59). 
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      PLCγ je hlavný signalizačný enzým regulovaný priamou aj nepriamou interakciou 

s tyrozinmi LAT molekuly. Existujú dve štruktúrne izoformy PLCγ1 a PLCγ2, obe aktivované 

agregáciou FcεRI. Zdá sa však, že PLCγ1 je pre aktiváciu žírnych buniek dôležitejšia. Nie je 

zatiaľ celkom jasné, či NTAL viaže PLCγ. Jednotlivé štúdie sa nezhodujú. Pôvodne sa 

predpokladalo, že NTAL na rozdiel od LAT proteinu neviaže PLCγ (54), ale podľa inej štúdie 

medzi substráty NTAL proteinu môže patriť aj PLCγ (55). Potvrdzuje to fakt, že NTAL viaže 

GST fúzny protein obsahujúci dve SH2 domény PLCγ1 a PLCγ2 stejne ako SH2 doménu 

GRB2 a tým aj celý GRB2 protein (55). Dôvodom, prečo sa nepodarilo detegovať interakciu 

PLCγ a NTAL proteinu, môže byť príliš slabá väzba tejto interakcie alebo tiež ich nepriama 

interakcia.  

 

5. Regulačná úloha NTAL proteinu v aktivácii žírnych 
buniek cez c-Kit a FcεRI 

   Agregácia FcεRI, indukovaná naviazaním antigénu cez IgE na FcεRI, na povrchu žírnych 

buniek vedie k degranulácii, ktorá je posilnená väzbou SCF na c-Kit receptor. Jeden 

z hlavných prejavov iniciačného signálu asociovaného s FcεRI je fosforylácia adaptorového 

proteinu NTAL (podobne ako aj LAT proteinu) aktivovanými Lyn a Syk kinázami. S 

fosforylovaným NTAL (resp. LAT) proteinom priamo alebo nepriamo interaguje množstvo 

ďalších adaptorových proteinov ako sú napríklad GRB2, GADS, SHC (SH2-domain-

containing transforming protein C), SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein), 

VAV, PLCγ, ktoré sú potrebné k uvoľneniu rôznych mediátorov (obrázok 6.). 

   Predchádzajúce štúdie naznačujú, že NTAL môže byť zároveň fosforylovaný aj po aktivácii 

Kit receptoru. Fosforylácia NTAL proteinu môže byť kľúčovým krokom v signálnej dráhe 

vedúcej k degranulácii indukovanej FcεRI agregáciou a Kit aktiváciou (obrázok 6.). 
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Obrázok 6. 

Model možnej aktivácie NTAL a LAT proteinu cez FcεRI a c-Kit a následná kaskádová 

„aktivácia“ ďalších adaptorových proteinov vedúca k degranulácii žírnych buniek. Červené 

šípky popisujú signálnu dráhu iniciovanú FcεRI a c-Kit, čierne šípky popisujú tzv. 

komplementárnu (doplnkovú) dráhu, pričom obidve prispievajú k degranulácii.  

BTK - Brutonova tyrozin kináza; Ca2+ - vápenaté inonty; DAG - diacylglycerol; InsP3 – 

inozitol-1,4,5-trifosfát; PI3K p110δ – fosfatidylinozitol 3-kináza s p110δ podjednotkou; PKC 

– protein kináza C; PLCγ2 – fosfolipáza C; S1P – sfingozin 1-fosfát; SK – sfingozin kináza 

Prevzaté a upravené od (60) 
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   Experimenty ukázali, že zatiaľčo agregácia FcεRI indukuje fosforyláciu LAT aj NTAL 

adaptorových molekúl, SCF síce indukuje NTAL fosforyláciu, ale fosforylácia LAT proteinu 

nebola detegovaná (61). 

  Keďže pôsobenie SCF posilňuje FcεRI indukovanú degranuláciu, núka sa otázka, či FcεRI 

sprostredkovaná NTAL fosforylácia je tiež posilnená SCF. Experimenty ukázali nie len 

posilnenie miery fosforylácia, ale aj zvýšenie jej kinetiky. Ako sa tiež dalo predpokladať 

z vyššie uvedených poznatkov, SCF nemal na fosforylácia LAT molekuly žiadny efekt. 

Aktivácia ostatných kľúčových molekúl ako PLCγ alebo PI3K bola SCF posilnená. Nečakané 

zistenie však bolo, že hoci c-Kit nie je fosforylovaný následkom agregácie FcεRI, fosforylácia 

c-Kit receptoru bola posilnená, ked bol SCF pridaný zároveň s antigénom (61). 

   Predpokladá sa, že NTAL fosforylácia je regulovaná rozdielnymi dráhami (a teda aj 

kinázami) podľa toho, či je indukovaná SCF alebo agregáciou FcεRI. Túto domnienku 

potvrdzuje experiment s použitím Lyn a BTK (Bruton’s tyrosin kinase) deficientných žírnych 

buniek. Keď na ne bolo pôsobené antigénom, nedošlo k fosforylácii NTAL proteinu ani 

u jedných z nich, zatiaľčo po pôsobení SCF bola pozorovaná fosforylácia NTAL proteinu 

u obidvoch typoch žírnych buniek. Z čoho plynie, že c-Kit nepotrebuje Lyn kinázu na NTAL 

foforyláciu na rozdiel od FcεRI (61).  

   Hypotézu, že NTAL je funkčný homológ LAT preteinu potvrdzujú experimenty robené na 

T-lymfocytoch LAT deficientných mýší, ktorým sa bez transdukcie LAT alebo NTAL 

retrovírom nevyvinuli CD4 a CD8 receptory. Po LAT transdukcii, bol plne obnovený vývoj 

lymfocytov a po NTAL transdukcii bol vývoj obnovený na 70 %. Z toho okrem iného plynie, 

že NTAL je pravdepodobne schopný interagovať s LAT asociovanými signálnymi proteinmi 

(55). 
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6. Záver  

 Funkcia NTAL adaptorového proteinu zatiaľ nie je plne známa. Nie je napríklad známe, či sa 

jedná o funkčný homológ LAT adaptorového proteinu a či NTAL interaguje alebo 

neinteraguje s PLCγ (diskutované v kapitole 4).  

   Nepreskúmaná je tiež jeho úloha v c-Kit signalizácii. Ak by mal NTAL dôležitý význam 

v tejto signalizácii, predpokladalo by sa, že NTAL-deficientné žírne bunky budú mať poruchy 

rastu. Experimenty robené na myšiach  NTAL „knock out“ (KO)  však nezaznamenali žiadne 

rastové poruchy. Je síce možné, že sa u nich vyvinuli nejaké kompenzačné mechanizmy, ktoré 

viedli k nahradeniu NTAL iným zatiaľ neidentifikovaným proteinom. Dôležitý je nález, že 

NTAL-deficientné žírne bunky a NTAL-deficientné RBL bunky rastú úplne normálne 

(56;62;63). 

   Ďalšia nejasnosť v NTAL signalizácii je, prečo podľa štúdie Tkaczyk a spol (61) pri použití 

žírnych buniek so zníženou expresiou NTAL „knock down“ (KD) pomocou siRNA (small 

interfering RNA) došlo k zníženiu degranulácie, zatiaľčo pri použití žírnych buniek získaných 

z myší deficientných v NTAL (56) nedošlo k očakávanému poklesu degranulácie. V 

skutočnosti u NTAL negatívnych buniek (NTAL-/-) bolo pozorované zvýšenie degranulácie 

o viac ako 20 % v porovnaní s NTAL+/+ alebo NTAL+/-. Napadajú mi dva možné faktory, 

ktoré by mohli vysvetliť tieto výsledky. Prvý je, že neboli použité žírne bunky od rovnakého 

organizmu. V experimente Tkaczyk a spol (61) sa pracovalo na ľudských žírnych bunkách 

izolovaných z periférnej krvi, zatiaľčo Voľná a spol (56) použila žírne bunky izolované 

z kostnej drene myší. Je známe, že existujú určité rozdiely medzi týmito žírnymi bunkami 

a tie mohli ovplyvniť výsledky. Ďalším faktorom je, že v obidvoch zmienených 

experimentoch bola expresia NTAL proteinu znížená rôznym spôsobom. U ľudských buniek 

to bolo pomocou siRNA, zatiaľčo u myších buniek pomocou prístupu KO na úrovni 

embryonálnych kmeňových buniek. Keďže pri použití KO prístupu dochádza k vyblokovaniu 

priamo génu pre NTAL, mení sa tým pôsobenie NTAL proteinu na celkový vývoj a bunka si 

mohla vytvoriť nejaké nové náhradné (kompenzačné) mechanizmy, o ktorých existencii zatiaľ 

nemusíme vedieť. Naproti tomu pri použití siRNA prístupu dochádza k vyblokovaniu NTAL 

proteinu na úrovni RNA. Neovplyvní to teda vývoj bunky, ale účinnosť blokácie je podstatne 

nižšia. V práci Tkaczyk a spol (61) bola hladina NTAL proteinu znížená približne o 70 %. 

   Bola skúmaná aj overexpresia NTAL u RBL (rat basophilic leukemia) buniek.  

Overexpresia NTAL proteinu (ale aj zníženie NTAL) viedla k poklesu degranulácie (63), čo 

 22



podporuje hypotézu Voľnej a Zhu a spol (56;62), že NTAL má funkciu negatívneho 

regulátoru. Dá sa predpokladať, že NTAL na seba viaže zvýšenou mierou protein tyrozin 

kinázy (prevdepodobne Lyn a Syk), ktoré ho fosforylujú a tým dochádza k zníženiu účinnosti 

fosforylácie LAT proteinu. Ide teda o kompetetívnu inhibíciu. Ale keďze NTAL je schopný 

čiastočne nahradiť funkciu LAT proteinu, je zjavne aj pozitívny regulátor. NTAL má teda 

pravdepodobne pozitívnu aj negatívnu úlohu v FcεRI signalizácii. Úloha NTAL proteinu v c-

Kit signalizácii zatiaľ nie je veľmi preskúmaná. 

   Lepšie pochopenie významu NTAL proteinu pri aktivácii žírnych buniek vyžaduje ďalšie 

štúdium, v ktorom by boli študované bunky defektné nie len v LAT alebo NTAL proteine, ale 

v oboch týchto proteinoch zároveň. Doteraz získané výsledky (56;62) ukazujú, že bunky 

NTAL-/-, LAT-/- i NTAL-/-/LAT-/- nemajú znížený počet ani schopnosť rastu žírnych buniek 

„in vivo“  alebo „in vitro“ (v prítomnosti interleukinu 3 a SCF). To podporuje hypotézu, že 

tieto adaptorové proteiny nie sú pre vývoj žírnych buniek dôležité alebo boli časom nahradené 

inými proteinmi. Experimenty so znížením expresie NTAL a LAT u zrelých žírnych buniek 

pomocou siRNA by mohli do tejto problematiky vniesť nové svetlo. 

   Zistilo sa tiež, že NTAL protein neslúži len ako substrát kináz, ale že má aj úlohu nezávislú 

na fosforylácii. Bola pozorovaná závislosť medzi množstvom NTAL molekuly v membráne 

a zvýšením prieniku vápenatých iontov do bunky. Existuje hypotéza, že NTAL priamo alebo 

nepriamo reguluje metabolizmus Ca2+. Podieľa sa teda nie len na skorej, ale aj na neskorej  

fáze aktivácie žírnych buniek. Keďže sa nepodarilo potvrdiť experimenty, v ktorých by 

molekuly Ca2+ kanálu koprecipitovali s NTAL proteinom, je táto funkcia NTAL zatiaľ čisto 

hypotetická.  
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Zoznam skratiek 

ATP – adenozíntrifosfát 

BTK – Brutonova tyrozin kináza 

Ca2+ - vápenaté ionty 

DAG – diacylglycerol 

FcεRI - vysoko-afinitný IgE receptor 

GADS – „GRB2-related adaptor protein“ 

GRB2 – „growth-factor-receptor-bound-protein 2“ 

IgE – imunoglobulin E 

IL-3 – interleukin 3 

IP3 - inositol-1,4,5-trifosfát 

ITAM - „immunoreceptor tyrosine–based activation motif“ 

JAK – Janus kináza 

JNK – Jun kináza 

KD – „knock down“ 

KO – „knock out“ 

LAT – „linker for activation of T cells“ 

NTAL – „non-T-cell activation linker“ 

PI3K - fosfatidylinositol 3-kináza 

PK – protein kináza 

PKC – protein kináza C 

PLCγ – fosfolipáza C 

RTK – receptor tyrozin kináza  

SCF – „stem cell factor“ 

SH2 – „Src homology 2“ doména 

SH3 – „Src homology 3“ doména 

siRNA – „small interfering RNA“ 

STAT – „signal transducers and activators of transcription“ 
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