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nad problematikou lipidových raftů.
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4 Lipidové rafty u rostlin 22
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Abstrakt

Sfingolipidy, cholesterol a některé typy membránových proteinů (zejména GPI-kotve-

ných) tvořı́ dı́ky svým odlišným fyzikálnı́m vlastnostem mikrodomény v rámci fosfoli-

pidové membrány, které se vyznačujı́ kondenzovanějšı́m uspořádánı́m a lze je izolovat

jako nerozpustný relikt při extrakci membrány detergentem Triton X-100. Hypotéza

lipidových raftů předpokládá, že by tyto spontánně vznikajı́cı́ platformy mohly být

jádrem buňečné polarisace. Mnoho důkazů potvrzuje důležitost lipidových raftů pro

apikálnı́ váčkový transport v buňkách epitelů, signalisaci a imunitnı́ odpověd’. Recentnı́

studie dokazujı́ přı́tomnost detergentuvzdorných membránových domén i u rostlin. Tato

rešerše diskutuje možný význam lipidových raftů pro polarisaci rostlinných buněk, mo-

dulaci vlastnostı́ buněčné stěny a obranu před patogeny.

Klı́čová slova: Membránové mikrodomény, lipidové rafty, detergentuvzdornost, bu-

něčná polarisace, apikálnı́ transport, exocytosa, SNARE, GPI, rostliny, epitel, buněčná

stěna, husenı́ček

Abstract

Sphingolipids, cholesterol, and several membrane proteins (especially GPI-anchored)

form, based on their specific thermodynamics, microdomains in frame of phospholipids

membrane structure. These plasma-membrane microdomains can be isolated during

Triton X-100 extraction as a detergent-insoluble complex. Lipid raft concept supposes

that these spontaneously formed platforms are involved in generating of cell polarity. A

large body of evidence confirms importance of lipid rafts for apical vesicle trafficking

in epithelial cells, signaling, and immune response. Recent studies provide evidence for

existence of detergent-resistant membrane domains in plants. In this review, I discuss

possible role of lipid rafts in the maintenance of plant cell polarity, modulation of

cell-wall properties, and pathogen defence.

Key words: Membrane microdomain, lipid raft, detergent-resistant, cell polarisation,

apical transport, exocytosis, SNARE, GPI, plant, epithel, cell wall, Arabidopsis

On-line verze: http://www.natur.cuni.cz/˜vosolsob/rafty.pdf

http://www.natur.cuni.cz/~vosolsob/rafty.pdf


Seznam zkratek

ld, lo, so Liquid-disordered, liquid-ordered, solid-ordered – kapalná neuspořá-
daná, kapalná uspořádaná a pevná fáze

AFM Atomic force microscopy, skenovacı́ mikroskopie

DIG Detergent-insoluble glycolipid-enriched complex

DIM Detergent-insoluble membrane

DRM Detergent-resistant membrane, membrána nerozpustná v detergentu

ER Endoplasmatické retikulum

FRAP Fluorescence recovery after photobleaching, obnovenı́ fluorescence po
vybělenı́

FRET Fluorescence resonance energy transfer, resonančnı́ přenos energie při
fluorescenci

FRT Fischer rat thyroid, linie buněk štı́tné žlázy

GA Golgiho aparát

GFP Green-fluorescing protein, zeleně fluoreskujı́cı́ protein

GPI Glykosylfosfatidylinositol

HP-TLC High-performance thin layer chromatography, vysoce výkonná chro-
matografie na tenké vrstvě

LRR-RLK Leucine-rich repeat receptor-like kinase, receptorové kinázy s leucino-
vými repeticemi

MDCK Madin-Darby canine kidney, linie psı́ch jaternı́ch buněk

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforéza na polyakrylamido-
vém gelu

PEG Polyethylenglykol

Pi-PLC Fosfatidylinositol-specifická fosfolipáza C

PLAP Placentálnı́ alkalická fosfatáza

PM Plasmatická membrána

SDS Dodecylsulfát sodný

TX-100 Triton X-100

YFP Yellow-fluorescing protein, žlutě fluoreskujı́cı́ protein



1 Úvod

„. . . we believe that intracellular protein traffic

cannot be understood apart from lipid traffic.“

Simons & van Meer (1988)

Když jsem začal zpracovávat téma lipidových raftů, uplynulo právě deset let od oka-

mžiku, kdy Kai Simons shrnul v časopise Nature základnı́ koncept membránových raftů

(Simons & Ikonen, 1997). Rozsahem úsporný článek byl do dnešnı́ doby citován vı́ce

než 3 500×.

Za prameny raftové hypotézy však musı́me jı́t hlouběji do minulosti. Počátkem 70. let

popsali S. J. Singer a G. L. Nicolson membránovou strukturu jako náhodně uspořá-

danou fluidnı́ mozaiku lipidů a integrálnı́ch proteinů a položili tak základ modernı́ho

membránového výzkumu (Singer & Nicolson, 1972). Následujı́cı́ studie však odhalily,

že membrána nenı́ jen náhodně uspořádanou dvourozměrnou kapalinou, ale že je jejı́

struktura výrazně složitějšı́. Na přelomu 80. a 90. let vyplouvajı́ na fluidnı́ hladinu

plasmatické membrány „lipidové rafty“, koncepce, jež na základě spontánnı́ tvorby

uspořádanějšı́ch membránových mikrodomén tvořených sfingolipidy, steroly a pro-

teiny s GPI kotvou vysvětluje řadu klı́čových procesů v buňce, od polarisované endo- a

exocytosy, přes morfogenezi a přenos signálů až po imunitnı́ odpověd a vstup patogenů

do buňky. Současně se shromažd’ovánı́m dokladů je však hypotéza lipidových raftů

podrobována kritice plynoucı́ z většinou pouze nepřı́mých či rozporných důkazů pro

jejich existenci a definitivnı́ soud nebyl prozatı́m vynesen.

Literatura o raftech zahrnuje několik tisı́c publikacı́, přičemž většina výzkumů ale byla

provedena na živočišných modelech. Je však zřejmé, že pokud rafty existujı́, budou plnit

stejně významnou úlohu i u ostatnı́ch skupin organismů. V této práci se hodlám po širšı́m

obecném úvodu zaměřit na význam lipidových raftů pro rostlinnou buňku. Vzhledem

k tomu, že výzkum rostlinných lipidových raftů začal až po přelomu tisı́ciletı́ a poskytuje

spı́še fragmentálnı́ poznatky, nelze očekávat od následujı́cı́ho výčtu universálnost ani

definitivnost, chtěl by však ilustrovat šı́ři procesů, ve kterých by mohly být lipidové

rafty zainteresovány.
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2 Membrány majı́ doménovou strukturu

Membránový výzkum se od počátku snažı́ odpovědět tyto tři základnı́ otázky:

1) Jaké je vzájemné uspořádánı́ různých typů lipidů a proteinů v membráně.
2) Jakými mechanismy se struktura membrány ustavuje.
3) Jaký význam má jejı́ struktura pro funkci buňky.

2.1 Základem je fluidnı́ mozaika

JE USPOŘÁDÁNÍ MEMBRÁNY NÁHODNÉ NEBO PERIODICKÉ? Pilı́ř současného chápánı́

struktury biomembrán postavili Singer & Nicolson (1972) teoriı́ fluidnı́ mozaiky. Mem-

bránu popsali jako dvojvrstvu tvořenou amfipatickými lipidy na základě hydrofobnı́ch

a hydrofilnı́ch interakcı́. Jejı́ vlastnosti přiblı́žili ke kapalině, ve které zcela volně plavou

transmembránové proteiny.

Fluidnost a nekrystaličnost uspořádánı́ membrány již tehdy potvrzovalo množstvı́m ex-

perimentálnı́ch dokladů. Stěžejnı́ experiment provedli Frye a Edidin v roce 1970 na he-

terokaryonnı́ch buňkách zı́skaných fúzı́ lidských a myšı́ch buněk. Po splynutı́ buněk

sledovali pomocı́ fluoreskujı́cı́ch protilátek pohyb lidských a myšı́ch antigenů v mem-

bráně. Potvrdili zcela náhodnou difusi silně závislou na teplotě a velikosti proteinů.

Dalšı́ důkazy aperiodického rozloženı́ membránových proteinů poskytly elektronmi-

kroskopické studie mrazových leptů buněčného materiálu (podle Singer & Nicolson,

1972).

2.2 Struktura membrán je komplikovanějšı́

Výsledky experimentů z 80. letech přinášejı́ fakta, která nás nutı́ koncepci membrá-

nové struktury přehodnotit. Studie modelových dvojvrstev tvořených směsı́ fosfo- a

sfingolipidů ukázaly, že různé druhy lipidů podléhajı́ segregaci do mikrodomén (rev.

Thompson & Tillack, 1985).

MEMBRÁNOVÉ DOMÉNY Nová koncepce membránové struktury (shrnujı́ napřı́klad

Brown & London, 1998) předpokládá, že membrána nenı́ tvořena homogennı́ fázı́, ale

mohou zde dynamicky koexistovat různé fáze tvořené lipidy odlišných vlastnostı́.

Majoritnı́ skupinou membránových lipidů jsou fosfolipidy. Jsou tvořeny hydrofilnı́

hlavičkou (ethanolamin, serin či cholin připojený přes fosfát ke glycerolové kostře)

a dvěma hydrofobnı́mi ocásky mastných kyselin. Podstatné je, že jedna z mastných

kyselin zpravidla nese cis dvojnou vazbu, která způsobuje zalomenı́ acylového řetězce

a výrazně tak snižuje teplotu tánı́ fosfolipidové dvojvrstvy, pro nı́ž je tak typická značná

fluidita a chaotické uspořádánı́ hydrofobnı́ho jádra. Fosfolipidová fáze se proto označuje

jako ld, liquid-disordered.

7



Naproti tomu sfingolipidy mı́vajı́ delšı́ přı́mé řetěce mastných kyselin vždy bez cis

vazeb, tudı́ž mohou být uspořádány těsněji a majı́ vyššı́ teplotu tánı́ dı́ky silnějšı́m

hydrofobnı́m interakcı́m. Sfingolipidy tvořı́ kompaktnı́ gelovou fázi so (solid-ordered)

s omezenou fluiditou.

Nezbytnou součástı́ membrán jsou i steroly, které se vmezeřujı́ mezi acylové řetězce

mastných kyselin a fungujı́ jako moderátor fluidity. Na jednu stranu zabraňujı́ nadměrné

chaotisaci fosfolipidové fáze, na druhou udržujı́ fluiditu fáze sfingolipidové. Sfingolipi-

dová fáze se potom nenacházı́ v hexagonálně uspořádané gelové so fázi, ale v částěčně

fluidnı́m, avšak uspořádaném mezistavu lo, liquid-ordered.

LIPIDOVÉ RAFTY Existence spontánně vznikajı́cı́ch lipidových mikrodomén odlišných

fyzikálnı́ch vlastnostı́ by měla dalekosáhlý význam pro popis řady dějů probı́hajı́cı́ch

na buněčné membráně. Čistě na základě různé afinity proteinů k uspořádané (lo) či

neuspořádané (ld) fázi membrány by bylo možné vysvětlit tvorbu platforem (= raftů),

které by mohly fungovat jako centra buněčné polarisace či signálnı́ portály (obrázek 1).

Koncepci lipidových raftů shrnuje Simons & Ikonen (1997). Hypotéza však zatı́m nenı́

plně potvrzena (rev. Munro, 2003). Následuje kritický přehled jejı́ch hlavnı́ch opěrných

bodů.

Obrázek 1: Schema lipidových
raftů. Lipidové rafty jsou shluky
membránových lipidů a proteinů
nacházejı́cı́ch se v polotekuté
uspořádané fázi. Okolnı́ mem-
brána je neuspořádaná a výrazně
fluidnějšı́. P. t. - fosfatidyl. Přev-
zato z Munro (2003).

2.3 Doklady existence lipidových raftů

Koncepce lipidových raftů je budována na třech předpokladech:

(rev. Simons & Toomre, 2000)

1) Předpokládá existenci diskrétnı́ch domén uspořádané fáze, ty jsou ale spolehlivě

doloženy pouze v systémech umělých membrán.
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2) Předpokládá relevanci biochemických a jiných experimentálnı́ch metod při studiu

těchto domén, které jsou však zatı́ženy řadou artefaktů.

3) Předpokládá, že tyto domény hrajı́ centrálnı́ roli v procesech buněčné polarisace a

signalisace.

2.3.1 Mikrodomény v liposomech a dvojvrstvách

Prvnı́m předpokladem lipidových raftů je tvorba mikrodomén uspořádané a neuspořá-

dané lipidové fáze. Exaktnı́ studium fázového chovánı́ nenı́ možné provádět v nativnı́ch

membránách, cenné informace však přinášı́ výzkum umělých membrán, bud’ve formě

liposomů (syntetické membránové váčky) či dvojvrstev (rev. Simons & Vaz, 2004).

Většinou se připravujı́ ve složenı́ palmitoyloleylfosfocholin, sfingomyelin a cholesterol

v poměru 1:1:1, jež se odpovı́dá složenı́ přirozené membrány.

SFINGOLIPIDY TVOŘÍ DOMÉNY Spontánnı́ tvorbu sfingolipidových mikrodomén v rámci

membrány tvořené fosfolipidy s cis dvojnou vazbou dokládá např. Ko et al. (2006) po-

mocı́ fluorescenčnı́ch sond či Lawrence et al. (2003) skenovacı́ mikroskopiı́. K jejich

tvorbě nenı́ zapotřebı́ cholesterol (Lawrence et al., 2003). Interakci mezi sfingolipidy

mohou podporovat vodı́kové můstky vytvářejı́cı́ se mezi hydroxylovou a karbonylovou

skupinou ceramidu (rev. Simons & van Meer, 1988) a sacharidovými zbytky u glykos-

fingolipidů (rev. Edidin, 2003). Pro tvorbu mikrodomén však nenı́ ani tato interakce

nezbytná, nebot’vzájemné oddělovánı́ fluidnı́ ld a gelové so fáze je typické i pro směs

dioleyl- a dipalmitoylfosfocholinu (Schroeder et al., 1994). Potvrzuje se tak dominantnı́

efekt hydrofobnı́ interakce.

VLIV STEROLŮ Steroly významě měnı́ fázové poměry v membráně. Zvyšovánı́ ob-

sahu cholesterolu zvětšuje podı́l uspořádané sfingolipidové fáze, až při 30% nako-

nec mizı́ fázové rozhranı́ a celá membrána přejde do homogennı́ uspořádané lo fáze

(Lawrence et al., 2003). Mnoho raftových vlastnostı́ lze zkoumat odstraněnı́m cho-

lesterolu z membrány methyl-β-cyclodextrinem (viz kapitola 2.3.4), které způsobuje

rozpad struktury mikrodomém (obrázek 2). Je pozoruhodné, že po odebránı́ cholesterolu

se v membráně domény netvořı́, přestože, připravı́me-li výchozı́ směs bez cholesterolu,

lze detekovat ryze sfingolipidové domény. Lawrence et al. (2003) zdůvodňujı́ tento

fakt pomalou kinetikou fázového přechodu v dvojvrstvě. Výrazný je i vliv cholesterolu

na uspořádánı́ ld fáze. Jeho přı́tomnost zvýšı́ tloušt’ku fosfolipidové dvojvrstvy z 3,5

na 4,0 nm.

2.3.2 Detergentuvzdorné membrány

Extrahujeme-li plasmatickou membránu Tritonem X-100 při 4˚C, zjistı́me, že jistá

frakce membrány zůstává nerozpuštěna (označuje se DRM, detergent-resistant mem-
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Obrázek 2: Membránové svleč-
ky kontroly a buňek se snı́ženou
hladinou cholesterolu methyl-
-β-cyklodextrinem. Cholesterol
je klı́čový pro formovánı́ lipido-
vých raftů. Fluorescenčně vizu-
alizované raftové proteiny YFP-
-GL-GPI (nahoře) a Cy3-CTXB
(dole), extrahováno Tritonem X-
-100. Převzato z Kenworthy et al.
(2004).

brane). Lze ji následně oddělit od rozpuštěné micelárnı́ frakce jako plovoucı́ vrstvu

při ultracentrifugaci na sacharosovém gradientu. Analýzy této frakce ukazujı́, že je

výrazně obohacena sfingolipidy a vykazuje specifický obsah proteinů. Předpokládá se,

že DRM a zvláště jejich proteinové složenı́ representuje lipidové rafty a nerozpust-

nost proteinů v TX-100 je použı́vána jako hlavnı́ indikátor raftové afinity proteinů

(Shogomori & Brown, 2003).

DRM A GPI PROTEINY GPI-kotvené proteiny jsou syntetizovány na endoplasmatic-

kém retikulu. Primárně jsou v membráně kotveny C-terminálnı́ hydrofobnı́ doménou,

která je však po translaci odštěpena a nahrazena glykosylfosfatidylinositolovou (GPI)

kotvou tvořenou lipidem na bázi ceramidu a krátkým fosforylovaným oligosacharido-

vým řetı́zkem (rev. Ikezawa, 2002). Po exocytóze se GPI proteiny nacházejı́ výlučně

na vnějšı́ straně membrány a jejich vlastnosti lze silně modulovat odštěpenı́m od mem-

bránové kotvy specifickou fosfolipázou. Tato modifikace pravděpodobně způsobuje

rozsáhlou konformačnı́ změnu proteinu, nebot’každá forma reaguje s jinou specifickou

protilátkou (Butikofer (2001), efekt byl popsán u parazita Trypanosoma brucei).

Lipidy GPI-kotvy jsou strukturně blı́zké k lipidům tvořı́cı́m uspořádané membránové

domény. Významným meznı́kem v historii lipidových raftů se stal experiment, který

dokázal, že GPI kotva způsobuje nerozpustnost proteinu v TX-100 a asociaci se sfingo-

lipidovými doménami (Brown & Rose, 1992). Studovaným proteinem byla placentálnı́
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alkalická fosfatáza (PLAP) v MDCK buňkách (kultura epitelových buňek psı́ ledviny).

Shodné výsledky byly zı́skány i studiem umělých membrán: Schroeder et al. (1994) do-

kládajı́ nerozpustnost PLAP v TX-100 a Saslowsky et al. (2002) dokazujı́ klastrovánı́

PLAP s uspořádanými mikrodoménami pomocı́ skenovacı́ mikroskopie.

KAVEOLY Dalšı́ charakteristickou složkou detergentuvzdorné membránové frakce

jsou kaveoly (rev. Parton & Richards, 2003). Jsou to zhruba 60 nm veliké výdutě

plasmatické membrány tvořené proteinem caveolinem 1. Mohou pokrývat až 30%

povrchu savčı́ch buněk (např. u endotelu). Elektronmikroskopicky byly rozpoznány již

v 50. letech, dnes jsou interpretovány jako zvláštnı́ typ raftových domén s ne zcela

zřejmou funkcı́ (kapitola 3.4).

INTERPRETACE DRM Podrobný mechanismus tvorby DRM nenı́ stále objasněn. Nenı́

známo, zda se domény charakteru DRM nacházı́ již v nativnı́ membráně, či zda k jejichž

tvorbě docházı́ až v průběhu extrakce Tritonem X-100 (rev. Shogomori & Brown,

2003). Napřı́klad Heerklotz (2002) dospěl při studiu fázových přeměn během tritonové

extrakce liposomů ke kritickému poznatku, že při fyziologické teplotě 37˚C se v raftové

lo fázi nacházı́ jen minimálnı́ podı́l sfingolipidů. Zastoupenı́ lo se výrazně zvyšuje až

s obsahem TX-100 a klesajı́cı́ teplotou. DRM zřejmě nepředstavujı́ přı́mo lipidové rafty,

ale spı́še demonstrujı́ afinitu proteinů k různým lipidovým fázı́m, což nám však samo

o sobě poskytuje velmi cenné informace o dynamice membrány.

2.3.3 Lokalisace raftů na membráně

Vedle interpretace DRM je dalšı́ otevřenou otázkou v koncepci lipidových raftů popis in-

terakce raftových domén napřı́č listy plasmatické membrány. Ke tvorbě membránových

mikrodomén jsou nezbytné sfingolipidy, které se však vyskytujı́ pouze ve vnějšı́m listu

plasmatické membrány (kde se také vyskytujı́ GPI proteiny, podrobněji kapitola 3.2).

Vnitřnı́ list membrány je však majoritně tvořen fosfolipidy. Přesto se ale raftová asoci-

ace předpokládá i u duálně acylovaných kináz Src a α-podjednotek heterotrimerických

G-proteinů či palmitoylovaných proteinů (Simons & Toomre, 2000), které se nacházejı́

výlučně ve vnitřnı́m listu membrány. Předpokládá se, že existujı́ mechanismy, kterými

by se přenášelo doménové uspořádánı́ napřı́č membránou, napřı́klad interdigitacı́ dlou-

hých sfingolipidových řetězců z vnějšı́ho listu do fosfolipidové fáze vnitřnı́ho listu.

Otázka je řešena teoreticky (Wagner et al., 2007) i studiem asymetrických modelových

membrán. Lin et al. (2006) sice dokázal, že uspořádané doménami v obou listech kore-

lujı́, ale toto uspořádánı́ se zdá být silně nestabilnı́. V řádu minut docházı́ k výraznému

flip-flopu mezi membránovými listy ústı́cı́ v úplnou separaci lipidů lo fáze v jednom

listu, zatı́mco druhý list se stává ryze neuspořádaným. Ve světle těchto výsledků se jevı́

i asymetrie membrány jako výsledek čistě fyzikálnı́ch mechanismů. Situace v reálné
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membráně se však komplikuje přı́tomnostı́ transmembránových a perifernı́ch mem-

bránových proteinů (annexiny a flotilliny), které asociujı́ s lipidy, jinými proteiny či

cytoskeletem a mohou přı́mo indukovat tvorbu raftových domén (Rajendran & Simons,

2005; Konopka-Postupolska, 2007; Neumann-Giesen et al., 2004; Rivera-Milla et al.,

2006).

2.3.4 Jak rafty vypadajı́: tvar, velikost a dynamika

Na základě analýz proteinového složenı́ detergentuvzdorné membránové frakce lze

vytvořit řadu hypotéz funkce lipidových raftů, jejich testovánı́ však nenı́ snadné, pře-

devšı́m kvůli malé velikosti raftů, která se pohybuje na hranici rozlišenı́ světelného

mikroskopu. Pokud byl k visualisaci lipidových raftů použit GPI-kotvený GFP protein,

nebylo pozorováno žádné klastrovánı́ a jeho fluorescence byla rovnoměrně rozložena

po buněčné membráně. Naproti tomu visualisace GPI proteinů fluorescenčnı́mi proti-

látkami odhalila klastrovánı́, to však může být artefaktem metody (Mayor & Maxfield,

1995). Poté, co byl přı́mo na buňky (fibroblasty přichycené k mikroskopickému sklı́čku)

aplikován detergent TX-100, bylo možné pod mikroskopem pozorovat tvorbu detergen-

tuvzdorných membránových domén, které obsahovaly většinu fluorescenčně značených

GPI proteinů a kaveolárnı́ch komplexů. Naopak neraftové membránové proteiny byly

extrakcı́ prakticky odstraněny (obrázek 3). Nerozpuštěný zbytek membrán by měl před-

stavovat relikt raftových mikrodomén, nemá však charakter izolovaných ostrovů, jak

by se dle raftové teorie očekávalo, ale je tvořen roztrhaným listem s vyleptanými ot-

vory (Mayor & Maxfield, 1995). Pomocı́ skenovacı́ mikroskopie byla stanovena plocha

jednotlivých detergentuvzdorných fragmentů na 15–20 µm2 (Giocondi et al., 2000).

Odvozovat z velikosti detergentuvzdorných domén velikost lipidových raftů však nenı́

možné, aplikace detergentu totiž prokazatelně stimuluje klastrovánı́ mikrodomén i pro-

teinů (Mayor & Maxfield, 1995; Friedrichson & Kurzchalia, 1998). Zatı́mco velikost

DRM se pohybuje v řádu mikrometrů, velikost nativnı́ch raftů pravděpodobně nepře-

sahuje 100 nm, jak ukazujı́ nı́že popsané experimenty.

METODA FRET Metodou FRET je možné odhalit raftové klastrovánı́ proteinů i po-

kud by probı́halo na prostorových a časových škálách nepostižitelných konvenčnı́ flu-

orescenčnı́ mikroskopiı́. Sleduje změny polarisace fluorescence, k nimž docházı́ při

resonančnı́m přenosu energie mezi fluorofory vzájemně interagujı́cı́ch fluorescenčnı́ch

proteinů. Varma & Mayor (1998) sledovali GPI-kotvenou (raftovou) a transmembráno-

vou (neraftovou) formu folátového receptoru, jež byly značeny fluorescenčně modifi-

kovaným folátem. Pokud by se sledované proteiny vyskytovaly klastrovaně, docházelo

by k resonančnı́mu přenosu a ztrátě polarisace emise. Mı́ra depolarisace by současně

neměla záviset na hustotě proteinů v membráně, nebot’se předpokládá tvorba klastrů jed-
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Obrázek 3: Membránové svleč-
ky po extrakci 1% Trito-
nem X-100. Patrný efekt tep-
loty na rozpustnost „raftových“
částı́ plasmatické membrány. Vi-
zualizováno fluorescencı́ raftové-
ho proteinu Cy3-CTXB s afinitou
ke glykosfingolipidům. Převzato
z Kenworthy et al. (2004).

notné velikosti (obrázek 4). Dle očekávánı́ vykazovala GPI-kotvená forma ve srovnánı́

s transmembránovou klastrové chovánı́, které bylo navı́c citlivé k odstraněnı́ choleste-

rolu. Velikost raftových domén byla na základě těchto výsledků odhadnuta na méně

než 70 nm (odpovı́dá klastru max. 50 GPI proteinů). Efekt jiných membránových kotev

studoval stejnou metodou Zacharias (2002). Dipalmitoylové a myristoyl-palmitoylové

kotvenı́ YFP vedlo ke klastrovánı́ proteinů a jejich kolokalisaci s caveolinem, kdežto

geranylgeranylová kotva měla efekt opačný. Raftová asociace byla v prvnı́m přı́padě

opět doložena závislostı́ na hladině cholesterolu a klasickou extrakcı́ Tritonem X-100.

PROTEINOVÉ SHLUKY LZE ODHALIT CROSSLINKUJÍCÍMI ČINIDLI Podobné výsledky zı́s-

kali zcela odlišnou metodou Friedrichson & Kurzchalia (1998). Na zchlazené buňky

(kdy je fluidita membrány téměř nulová) aplikovali chemické crosslinkujı́cı́ činidlo

bis(sulfosuccinimidyl)suberát, který váže blı́zce sousedı́cı́ proteiny, pokud tvořı́ klastry.

Elektroforézou pak prokázali existenci klastrů GPI-kotvené formy růstového hormonu

(GH-DAF) v plasmatické membráně MDCK buněk, zatı́mco jiné konstrukty GH bez

předpokládané raftové afinity klastry nevytvářely. Raftovou přı́činu asociace opět po-

tvrzuje negativnı́ efekt extrakce cholesterolu methyl-β-cyklodextrinem na tvorbu těchto

klastrů. Počet proteinů v klastrech odhadujı́ na 15.

LASER TRAP UMOŽNÍ SLEDOVAT JEDINOU MOLEKULU Velmi precisnı́ důkazy raftové

asociace zı́skal Pralle (2000) metodou laserové pasti. Pomocı́ protilátek navázal late-

xovou kuličku o průměru 200 nm k jediné molekule raftově či neraftově orientovaného

membránového proteinu a laserovým sledovánı́m určil přı́mo viskozitnı́ koeficient jeho

pohybu membránou. Viskozitnı́ koeficient pohybu raftových proteinů vykazoval ve
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Obrázek 4: Existenci proteino-
vých klastrů odhalı́ FRET. Při
náhodné distribuci proteinů depo-
larisace emitovaného světla způ-
sobovaná energetickým přeno-
sem mezi fluorofory klesá s jeji-
ch hustotou (a), kdežto v přı́padě
klastrů na hustotě proteinů nezále-
žı́ (b). Převzato z Varma & Mayor
(1998).

srovnánı́ s neraftovými bimodálnı́ rozdělenı́, což je v dobrém souladu s teoriı́: část

proteinů byla dispergována v méně viskoznı́ neraftové frakci, zbylé byly asociovány s

lipidovými rafty. Raftově asociované proteiny se mohou membránou pohybovat pouze

společně s celým raftem a tudı́ž má jejich pohyb výrazně vyššı́ viskozitnı́ koefici-

ent, který však prokazatelně klesá po odstraněnı́ cholesterolu z membrány methyl-β-

-cyklodextrinem. Během několikaminutového pozorovánı́ nikdy nebyla zaznamenána

disociace proteinu z raftu a nucený pohyb proteinu vyvolal pohyb celého raftu, jehož

velikost autor stanovil na 50 nm (3 500 lipidů a 60 proteinů).

ODLIŠNÉ VÝSLEDKY METODY FOTOBLEACHINGU Poněkud protichůdné výsledky obdr-

žela Kenworthy et al. (2004) měřenı́m difusnı́ mobility různých typů GFP-značených

membránových proteinů metodou FRAP (fluorescence recovery after fotobleaching;

fluorescence sledovaných proteinů se na určité ploše odstranı́ silným laserovým im-

pulsem a poté se sleduje rychlost jejı́ho obnovenı́ dı́ky difusi nepoškozených fluores-

kujı́cı́ch proteinů z okolı́). Zatı́mco Pralle (2000) popisuje rafty jako rigidnı́ domény

pohybujı́cı́ se membránou jako celek (dı́ky čemuž by měly mı́t raftové proteiny výrazně

nižšı́, a předevšı́m stejné difusnı́ rychlosti, odpovı́dajı́cı́ difusnı́ rychlosti celého raftu),

Kenworthy et al. (2004) nezjistila při srovnávánı́ rychlosti difuse na různě velikých plo-

chách (1,4 a 4 µm) žádný signifikantnı́ rozdı́l mezi raftovými a neraftovými proteiny,

ani shodu difusnı́ch rychlostı́ pro raftové proteiny. Podobně nesignifikantnı́ efekt mělo

i odstraněnı́ cholesterolu z membrány, jež stejnou měrou ovlivnilo raftové i neraftové

proteiny.

ČTYŘI MODELY Dynamiku lipidových raftů lze popsat čtyřmi různými teoretickými

modely (obrázek 5, Kenworthy et al. (2004)):

1) raftové proteiny jsou trvale vázány na stabilnı́ rafty, jejichž difuse je omezena,
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Obrázek 5: Modely dynamiky
membránových raftů. 1) Stabil-
nı́ imobilnı́ rafty 2) stabilnı́ mo-
bilnı́ rafty 3) rafty s dynamic-
kou výměnou proteinů 4) žád-
né rafty. Červeně raftové, mod-
ře neraftové proteiny. Převzato
z Kenworthy et al. (2004).

napřı́klad vazbou na cytoskelet

2) vazba proteinů je dlouhodobá, avšak rafty jako celek mohou difundovat membránou.

Difusnı́ rychlost raftových proteinů závisı́ na velikosti raftů, nikoli na struktuře

proteinů

3) interakce proteinů s rafty je krátkodobá a dynamická, proteiny se separujı́ na fázovém

rozhranı́

4) rafty neexistujı́, difuse proteinů závisı́ pouze na jejich chemické struktuře.

Většina výše uvedených výsledků spı́še svědčı́ pro prvnı́ dva modely, Kenworthy et al.

(2004) zastává třetı́, přı́padně čtvrté stanovisko. Diskuse nad charakterem lipidových

raftů je však stále otevřena. Společným artefaktem, který může ovlivňovat studie, je ne-

gativnı́ efekt overexprese transgennı́ch proteinů (např. GFP konstruktů). Ta může jednak

podporovat klastrovánı́, ale i zastı́rat přirozenou distribuci proteinů (Kenworthy et al.,

2004). Velkým nebezpečı́m je i aplikace protilátek, jež taktéž indukujı́ klastrovánı́.

Vzhledem k tomu, že jednou z vlastnostı́ raftů by mělo být shlukovánı́ při přenosu

signálů, může detekci raftů ovlivnit použitı́ jakéhokoliv exogennı́ho činidla.
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3 Funkce lipidových raftů

Jak již bylo zmı́něno, skrze koncept lipidových raftů lze vysvětlit mechanismy mnoha

podstatných procesů probı́hajı́cı́ch v buňce (Simons & Toomre, 2000; Brown, 2006;

Rajendran & Simons, 2005). V této kapitole shrnu hlavnı́ směry a blı́že se budu věnovat

významu raftů pro polarisaci buňky. Na možné analogie se následně zaměřı́m u rostlin.

3.1 Buněčná polarisace a lipidové rafty

Ústřednı́m motivem, jež provázı́ vývoj eukaryotické buňky, je diversifikace membrá-

nových struktur. Na počátku evoluce eukaryot stálo oddělenı́ mı́st translace proteinů a

syntézy lipidů od zbytku plasmatické membrány. Vzniklo endoplasmatické retikulum

následované Golgiho aparátem, kompartmentem zastávajı́cı́m enzymatické modifikace

proteinů a lipidů (rev. Gurkan et al., 2007).

Výraznou funkčnı́ diversifikaci prodělal i povrch buňky. Typickým znakem eukaryot

je polarisace a specialisace různých částı́ plasmatické membrány. U prvoků nacházı́me

napřı́klad bičı́ky a specalisovaná ústnı́ ústrojı́. K rozsáhlým modifikacı́m pak došlo

u mnohobuněčných organismů: nejlépe prozkoumaným přı́padem buňečné polarisace

tvorba apikalnı́ strany buněk epitelů a od nı́ odvozených axonů neuronů. U hub jsou

polarisovány vrcholové části hyf a podobnými strukturami jsou též apikálně rostoucı́

pylové láčky a kořenové vlásky rostlin.

Podmı́nkou polarisace buňky přı́tomnost efektivnı́ch mechanismů pro třı́děnı́ mem-

bránových proteinů, které probı́há nejmasivnějı́ během exocytické dráhy a právě zde

možná sehrávajı́ ústřednı́ roli lipidové rafty, což je nejlépe doloženo právě na modelu

epitelových buněk.

3.2 Apikálně polarisované buňky epitelů

Plasmatická membrána buněk epitelů je tvořen basolaterálnı́ a apikálnı́ částı́. Basolate-

rálnı́ zprostředkovává komunikaci s podpůrnou laminou a mezi buňkami a probı́há přes

ni výměna metabolitů s organismem. Naproti tomu apikálnı́ část komunikuje s vněj-

šı́m prostředı́m (přı́mo či skrze lumen entodermálnı́ch orgánů). Má funkci absorpčnı́ a

exkrečnı́ a jejı́ povrch bývá tvořen aktinovými mikroklky.

APIKÁLNÍ MEMBRÁNA JE OBOHACENA SFINGOLIPIDY Již v 80. letech byl znám rozdı́l

v lipidovém složenı́ obou částı́ membrány, tabulka 1 (rev. Simons & van Meer, 1988).

Elegantnı́ metodu dokázali rozdı́lné složenı́ membrán van Meer & Simons (1982), když

analyzovali obaly různých virů, jež selektivně pučı́ bud’z apikálnı́, nebo basolaterálnı́

strany buňky .
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Tabulka 1: Lipidové složenı́ apikálnı́ a basolaterálnı́ membrány epite-
lových buňek 1

Složka apikálnı́ (mol %) basolaterálnı́ (mol %)
glykosfingolipidy 37, 1± 9, 3 19, 4± 12, 6

fosfolipidy 32, 1± 6, 5 52, 4± 12, 7

fosfatidylcholin 8, 7± 3, 7 31, 6± 2, 0

cholesterol 30, 8± 3, 1 28, 2± 3, 0

cholesterol/fosfolipidy 0, 98± 0, 13 0, 61± 0, 21

1 Převzato ze Simons & van Meer (1988).

SFINGOLIPIDY JE OBOHACEN POUZE VNĚJŠÍ LIST MEMBRÁNY Selektivnı́ transport

(glyko)sfingolipidů do apexu buňky lze sledovat pomocı́ fluorescenčně značených li-

pidů. Asymetrickou distribuci sfingolipidů pak dokazuje úplné vymizenı́ fluorescence

po zevnı́ extrakci serum-albuminem (Simons & van Meer, 1988). Jednostranné rozlo-

ženı́ glykosfingolipidů bylo potvrzeno i elektronmikroskopicky specifickou agregacı́ ri-

cinu (konjugovaného s feritinem) pouze na vnějšı́ list membrány (rev. Singer & Nicolson,

1972)1.

TIGHT-JUNCTION ODDĚLUJÍ APIKÁLNÍ A BASOLATERÁLNÍ ČÁST Laterálnı́ difuse lipidů

z apikálnı́ části membrány je znemožněna tigh-junctions, které tvořı́ neprostupnou

bariéru kolem celé apikálnı́ části buňky, avšak pouze ve vnějšı́m membránovém listu,

cytoplasmatická strana má homogennı́ složenı́ a tvořı́ kontinuum podél celé buňky

(Simons & van Meer, 1988).

3.3 Exocytická dráha spojená s lipidovými rafty

Význam lipidových raftů pro apikálnı́ polarisaci buněk epitelů spočı́vá v zajišt’ovánı́

specifické apikálnı́ transportnı́ dráhy, na jejı́mž počátku stojı́ třı́děnı́ proteinů mezi mem-

bránovými doménami. Předpoklad této funkce nalezneme již v nejstaršı́ch konceptech

lipidových raftů.

SPOLEČNÝ MECHANISMUS TŘÍDĚNÍ LIPIDŮ A PROTEINŮ Koncepci lipidových raftů

prvně vyslovujı́ Simons & van Meer (1988) pro vysvětlenı́ odlišného proteinového

a lipidového složenı́ apikálnı́ části plasmatické membrány postulujı́ specifický druh

exocytického váčkového transportu, jehož základem by bylo samovolné klastrovánı́

sfingolipidů a určitých proteinů (zejména GPI-kotvených) do mikrodomén na Golgiho

aparátu, jež by za účasti hypotetických adaptorových a obalových proteinů fungovaly

jako zdroj apikálně transportovaných váčků. Následujı́cı́ objevy potvrzujı́ oprávněnost

této hypotézy.

1Ricin se váže selektivně na β-D-galaktopyranosylová residua glykosfingolipidů.

17



3.3.1 Membránové domény se zakládajı́ v Golgiho aparátu

Trasu apikálnı́ho transportu začneme sledovat v Golgiho aparátu.

RAFTOTVORNÉ LIPIDY SE KONCENTRUJÍ V GOLGIHO APARÁTU Syntéza sfingolipidů

začı́ná ceramidem na endoplasmatickém retikulu, který je následně v Golgiho aparátu

modifikován na sfingomyelin a glykosfingolipidy. Obsah sfingolipidů a cholesterolu je

velmi malý v membráně ER, avšak vzrůstá směrem k plasmatické membráně. Mem-

brána Golgiho aparátu již obsahuje dostatečné procento raftotvorných lipidů pro tvorbu

membránových mikrodomén. Brugger et al. (2000) zjistili, že třı́děnı́ lipidů probı́há při

pučenı́ retrográdnı́ch COPI váčků. Vlastnı́ mechanismus selekce lipidů však nenı́ znám,

nenı́ zřejmé, zda k segregaci lo a ld fáze docházı́ před, anebo až během pučenı́ COPI

váčku.

EXISTUJÍ RAFTY NA ER? Přestože membrána endoplasmatického retikula obsahuje

pouze minimum raftotvorných lipidů, zdá se, že i zde existujı́ lipidové rafty. Recentně

objevený transmembránový protein erlin vykazuje velkou afinitu k DRM, ale zároveň

je resistentnı́ k odstraněnı́ cholesterolu z plasmatické membrány. Tato skutečnost spolu

s fluorescenčnı́ lokalisacı́ dokládá, že to bude raftově vázaný protein endoplasmatického

retikula (Browman, 2006). Erlin náležı́ do rodiny prohibitinů, jež by mohly fungovat

jako chaperony chránı́cı́ proteiny před proteázami během exportnı́ dráhy. Studium

lipidových raftů ER je v počátcı́ch. Předpokládá se, že by mohly hrát roli napřı́klat při

genezi lipidových kapének či peroxisomů (rev. Browman, 2006).

3.3.2 Třı́děnı́ nákladu pro apikálnı́ transport

Z Golgiho aparátu mı́řı́ náklad k plasmatické membráně s možnou zastávkou v en-

dosomu. Standardnı́m transportérem jsou klathrinové váčky, homology COPI a COPII

váčků (rev. Gurkan et al., 2007). Signálem pro transport klathrinovým váčkem je tyrosi-

nový či dileucinový motiv na cytoplasmatické doméně transportovanáho proteinu, který

je rozeznán podjednotkou adaptorového komplexu (AP). Novějšı́ studie ukazujı́, že

signálnı́ motiv bude zahrnovat i sekundárnı́ strukturu proteinu (rev. Delacour & Jacob,

2006; Folsch et al., 1999). Adaptorový komplex iniciuje tvorbu klathrinového obalu a

oddělený váček řı́zen Rab GTPasami putuje po cytoskeletu k cı́lové membráně. Splynutı́

s membránou zajišt’ujı́ proteiny SNARE (přehledně Gurkan et al., 2007).

Naproti tomu selekce nákladu pro apikálnı́ transport probı́há složitějšı́m mechanis-

mem. Jako výchozı́ bod je postulována interakce proteinů s lipidovými mikrodoménami

(hlavně skrze GPI kotvu, kapitola 2.3.2), ale nověji se ukazuje, že tato interakce nenı́

dostačujı́cı́. Napřı́klad dva různé GPI-kotvené proteiny (placentálnı́ alkalická fosfatáza

PLAP a gD1-DAF, fusnı́ protein glykoproteinu Herpes simplex a GPI domény) mohou

mı́t v různých buněčných typech zcela odlišnou distribuci. PLAP je vždy směrována
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apikálně jako součást raftů. Naproti tomu gD1-DAF se v MDCK buňkách nacházı́

v apikálnı́ části a detergentuvzdorné raftové frakci, kdežto v FRT buňkách (linie buněk

štı́tné žlázy) je lokalisován basolaterálně a neraftově. Chovánı́ proteinů objasňuje po-

kus, kdy byly FRT buňky transformovány pouze ektodoménou těchto proteinů, bez GPI

vazebné domény. V obou přı́padech proteiny neasociovaly s DRM, avšak polarisace

sekrece zůstala zachována (Paladino, 2002). Potvrzuje se, že GPI kotva je sice nezbytná

k lokalisaci do raftů (resp. DRM), avšak apikálnı́ selekce je jako celek výsledkem vı́ce

typů meziproteinových interakcı́ uvnitř Golgiho aparátu.

SIGNÁLEM JSOU N -GLYKANY Významným apikálnı́m signálem bude glykosylace,

která je charakteristická pro mnoho apikálně sekretovaných proteinů. Umělým vnese-

nı́m glykosylačnı́ho mı́sta lze dosáhnout apikálnı́ sekrece růstového hormonu (GH),

který je běžně sekretován basolaterálně Scheiffele et al. (1995). Vazbu mezi jednotli-

vými N -glykosylovanými proteiny by v tomto přı́padě zajišt’ovaly lektiny, které by i zá-

roveň tvořily kostru vznikajı́ciho váčku (Delacour & Jacob, 2006; Fullekrug & Simons,

2004). Lipidové rafty by pak tvořily „krystalizačnı́ “ jádro vznikajı́cı́ho komplexu a lek-

tiny by umožnily apikálnı́ sekreci proteinů, které přı́mo neinteragujı́ s lipidovými rafty.

Je však ale možné, že je celá selekce apikálnı́ho nákladu ve skutečnosti na raftech zcela

nezávislá, přı́padně může existovat několik paralelnı́ch apikálnı́ch exocytických drah,

raftových a neraftových (Delacour et al., 2007).

Pro tvorbu apikálnı́ch váčků jsou krom lektinů důležité i dalšı́ proteiny, vesměs pouze

fragmentálně poznané: o proteinu VIP17/MAL je známo, že je raftový a transmem-

bránový (Cheong et al., 1999) a FAPP2 by mohl být potenciálnı́ coatomer. Interaguje

s klı́čovými regulátory váčkového transportu, fosfatidylinositol-4-fosfátem a GTPasou

ARF (Vieira et al., 2005). Zatı́mco přı́buzný FAPP1 sloužı́ při basolaterálnı́m trans-

portu, FAPP2 je specifický pro transport apikálnı́ (Godi et al., 2004).

3.3.3 Cı́lenı́ apikálnı́ho váčku

Po vytvořenı́ v Gogiho aparátu putuje váček po cytoskeletu a i zde nacházı́me specifické

proteiny pro apikálnı́ dráhu: aktinový motor myosin Ia, annexiny 2 a 13b a kinesin

K1FC3 (rev. Delacour & Jacob, 2006).

APIKÁLNÍ SNARE Putovánı́ váčku je na závěr ukončeno jeho splynutı́m s apikálnı́

membránou prostřednictvı́m specifického SNARE komplexu. Klı́čové jsou syntaxiny

(syx, podjednotky t-SNARE). V epitelových buňkách nalézáme dva typy: basolaterálnı́

syntaxin 4 a apikálnı́ syntaxin 3. Je otázkou, jakým mechanismem je syx3 směrován

do apikálnı́ membrány, nebot’je celý lokalisován na cytoplasmatické straně membrány

a napřı́klad interakce s lektiny lumenu GA nepřicházı́ v úvahu. Syntaxin 3 lze sice

v malém množstvı́ izolovat v DRM frakci (C-terminálnı́ transmembránová doména),
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ale asociace s rafty nenı́ klı́čová pro jeho apikálnı́ distribuci (Sharma et al., 2006).

Naopak experimenty s chimerickými proteiny syx3/syx4 prokázaly, že pro apikálnı́

lokalisaci syx3 je nezbytná jeho cytoplasmatická N-terminálnı́ doména (konkrétně sek-

vence Phe31-Met32-Asp33-Glu34), která však nenı́ s to změnit basolaterálnı́ distribuci

syntaxinu 4 (ter Beest et al., 2005; Sharma et al., 2006).

HETEROGENNÍ DISTRIBUCE SYNTAXINŮ A POLARISACE Pozoruhodné výsledky zı́s-

kal Low et al. (2006) při studiu MDCK buněk ve stádiu před ustanovenı́m polarity.

Zjistili, že oba typy syntaxinů tvořı́ zcela oddělené klastry homogennı́ velikosti 200

nm, přičemž po aplikaci mikrotubulárnı́ho inhibitoru nocodazolu se rozpadla struktura

klastrů syntaxinu 3, avšak destrukce aktinového cytoskeletu latrunkulinem působila

výlučně na syntaxin 4. Experiment ukazuje, že plasmatická membrána je polarisována

již na ultrastrukturálnı́ úrovni. Odstraněnı́ cholesterolu methyl-β-cyklodextrinem vedlo

k rozpadu klastrů syntaxinu 3, nikoliv však syx4, což poukazuje zpětně na roli raftové

asociace.

Jak je zřejmé, apikálnı́ exocytický mechanismus skrývá i po dvaceti letech mnoho

nevyřešených otázek. Četné důkazy poukazujı́ na významnou úlohu lipidových raftů,

stále však nenı́ zodpovězeno, zda jsou rafty pevně plujı́cı́m základem, na nějž jsou

navázány dalšı́ nadstavbové mechanismy, či zda rafty vznikajı́ pouze jako sekundárnı́

produkt jiných interakcı́.

3.4 Endocytosa vázaná na rafty

Podobně jako je apikálnı́ exocytická dráha alternativou ke standartnı́ klathrinové, i

v přı́padě endocytosy funguje dráha nezávislá na klathrinu.

KAVEOLY Jak již bylo zmı́něno v úvodu, kaveoly jsou invaginace plasmatické mem-

brány tvořené proteinem kaveolinem 1, jenž je na cytosolické straně membrány asoci-

ován s raftovými doménami prostřednictvı́m hydrofobnı́ 30 aminokyselinové smyčky

a C-terminálnı́ palmitoylace (rev. Parton & Richards, 2003).

PORTÁL PRO PATOGENY Kaveoly hrajı́ významnou úlohu při internalisaci toxinů, virů

či bakteriálnı́ch patogenů. Napřı́klad pentamernı́ choleratoxin se pevně váže na mem-

bránové glykosfingolipidy (GM1), se kterými se dostává do kaveol a je endocytován.

Dále putuje přes endosom (v tomto přı́padě označovaný jako kaveosom) a Golgiho

aparát do endoplasmatického retikula, kde se po chemické přeměně uvolnı́ vlastnı́

patogennı́ podjednotka CTA, jež přes translokon vstupuje do cytoplasmy a zde naru-

šuje signálnı́ dráhu cAMP. V kaveolách byly taktéž nalezeny GPI-kotvené proteiny,

ale vždy v závislosti na jejich klastrovánı́ ligandy či protilátkami. Zmı́něný komplex

GM1 s choleratoxinem se naproti tomu nevyskytuje v klathrinových dolı́čcı́ch (Nichols,

2003).
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HYPOTÉZY FUNKCE KAVEOL Parton & Richards (2003) předpokádajı́ jako hlavnı́

funkci kaveol stabilisovat raftové proteiny a chránit je před internalisacı́. Endocytická

aktivita kaveol totiž nastává až po fosforylaci kinázami (Lajoie, 2007). Kaveoly jsou

taktéž výchozı́m bodem tvorby T-tubulů ve svalových buňkách (rev. Simons & Toomre,

2000).

DALŠÍ RAFTOVÉ ENDOCYTOTICKÉ DRÁHY Kromě kaveol existujı́ dalšı́ endocytické

mechanismy závislé na raftech a dynaminu, jež jsou předmětem recentnı́ch studiı́ (rev.

Rajendran & Simons, 2005).

3.5 Rafty jako signálnı́ platforma

Na základě analýz detergentuvzdorné frakce se předpokládá, že lipidové rafty sehrávajı́

významnou roli v signalisaci. Ras GTPasy jsou kotveny v membráně lipidovou kotvou.

Zatı́mco GTPasy typu K-Ras disponujı́ pouze prenylovou kotvou, H-Ras jsou navı́c

i palmitoylované a tato modifikace je předurčuje k asociaci s lipidovými rafty. Jejich

signálnı́ funkci tudı́ž výrazně ovlivňuje odstraněnı́ cholesterolu z membrány. Duálně

acylované G proteiny taktéž preferujı́ raftové domény, stejně tak jako řada kináz a

receptorů.

MECHANISMUS Lokalisace signálnı́ch komponent v diskrétnı́ch doménách výrazně

zvyšuje jejich efektivnı́ hustotu a usnadňuje vzájemnou interakci. Dalšı́ mechanismus

je spatřován ve shlukovánı́ malých raftů do velkých signálnı́ch domén. Ke shlukovánı́

raftů docházı́ napřı́klad při vazbě protilátek a umožňuje interakci a následnou aktivaci

signálnı́ch proteinů, které se za klidových podmı́nek vyskytujı́ v oddělených raftech.

Prozkoumaná je např. signalisace IgE receptoru během alergické reakce či signalisace

T-buněk při presentaci antigenu (rev. Brown, 2006; Simons & Toomre, 2000).

3.6 Pučenı́ virů

Na závěr stručného výčtu funkcı́ lipidových raftů nelze opominout pučenı́ virů, které

probı́há často právě přes tyto domény. Lipidový obal viru HIV přesně odpovı́dá před-

pokládanému složenı́ raftových domén. Objev je významný nejen pro fyziologii virů (s

možnými terapeutickými aplikacemi, inhibice syntézy sfingolipidů snižuje infekčnost

viru), ale stává se i nezávislým dokladem existence lipidových raftů (Brugger et al.,

2006).
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4 Lipidové rafty u rostlin

Prvnı́ izolaci rostlinných lipidových raftů ve formě detergentuvzdorné frakce (DRM)

provedla Peskan et al. (2000) následovaná řadou proteomických studiı́, které v součas-

nosti poskytujı́ velmi ucelený obraz proteinového složenı́ DRM (tabulka 2). Význam

raftové asociace pro funkci jednotlivých proteinů však byl studován zatı́m jen řı́dce.

Prvnı́ část kapitoly tvořı́ stručný popis metodických přı́stupů použı́vaných při izolaci

detergentuvzdorné frakce membrány, pak následuje souhr informacı́ o raftově vázaných

proteinech, jı́mž bych chtěl nastı́nit význam lipidových raftů pro funkci rostlinné buňky.

Tabulka 2: Přehled nejdůležitějšı́ch studiı́ rostlinných membránových raftů

Studie model metodika
Peskan et al. (2000) Nicotiana tabacum, listy elektronová mikroskopie DRM,

detekce GPI a G proteinů
Borner et al. (2003) Arabidopsis th., kalus rozsáhlá analýza GPI proteinů
Mongrand et al. (2004) Nicot. tab., listy, BY-2 izolace a důkladná charakterisace

DRM
Shahollari et al. (2004) Ar. th., Sinapis alba receptorové kinázy v DRM
Borner et al. (2005) Arabidopsis th., kalus proteomika DRM
Morel et al. (2006) Nicotiana tabacum, BY-2 komplexnı́ proteomika DRM
Lefebvre et al. (2007) Medicago trunc., kořeny kompletnı́ analýza DRM

4.1 Metody výzkumu lipidových raftů v rostlinné řı́ši

4.1.1 Izolace frakce nerozpustné v detergentu

Ve všech studiı́ch byly komponenty lipidových raftů izolovány jako frakce membrány

nerozpustné v 1% Tritonu X-100 při 4˚C, v podobě jakou zavedla Brown & Rose

(1992), kapitola 2.3.2.

PŘÍPRAVA MIKROSOMŮ Výchozı́ materiál (řádově 100 g) bývá homogenizován drce-

nı́m či mixovánı́m. Při 10–20 000 g (15–30 min) jsou odcentrifugovány těžké buněčné

komponenty a čistá membránová frakce (mikrosomy) je zı́skána následnou centrifugacı́

při 30–100 000 g (1–2 h). Veškeré operace jsou prováděny při 4˚C.

PURIFIKACE PLASMATICKÉ MEMBRÁNY Frakce plasmatické membrány se oddělı́ od

endomembránových kompartmentů vodným dvoufázovým systémem polyethylengly-

kol–dextran T-500 (obojı́ 6,1–6,6%). Váčky odvozené z plasmatické membrány se

zı́skajı́ ultracentrifugacı́ hornı́ PEG fázi (100 000 g, 35–60 min).

IZOLACE DRM Základnı́m krokem bývá extrakce v 1% Tritonu X-100 při 4˚C po dobu

30 minut. Obsah proteinů i množstvı́ DRM frakce klesalá s nadbytkem TX-100, při

vyššı́m podı́lu Tritonu však roste obohacenı́ DRM o sfingolipidy a steroly v neprospěch

fosfolipidů. Mongrand et al. (2004) uvádı́ jako optimálnı́ podı́l TX-100 a proteinů 15,
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Obrázek 6: Postup izolace a
analýzy membránové frakce
nerozpustné v detergentu.
Homogenizace materiálu, přı́-
prava mikrosomů (kompletnı́
membránový systém), oddělenı́
čisté frakce plasmatické mem-
brány, izolace nerozpustné DRM
(=DIM) frakce centrifugacı́ na sa-
charosovém gradientu, analýza.
Převzato z Lefebvre et al. (2007).

většı́ množstvı́ TX-100 údajně způsobuje pouze ztrátu proteinů bez výrazného vlivu

na lipidové složenı́. Laloi et al. (2007) použı́vá poměr 8, Borner et al. (2005) pouze 5.

Následným krokem je ultracentrifugace na sacharosovém gradientu – ke vzorku po ex-

trakci se přidá sacharosa na výslednou koncentraci 48–52 %, přenese se do centrifugačnı́

zkumavky a poté převrstvı́ sacharosovým gradientem od 45 do 5 %. Membránová

frakce nerozpustná v detergentu se shromažd’uje na hranici 35/30 % (1,14 g.cm−3;

Mongrand et al. (2004)), ostatnı́ proteiny rozpustné v Tritonu zůstávajı́ u dna (100–

250 000 g, 10–20 h).

Zajı́mavý alternativnı́ postup izolace nı́zkohustotnı́ membránové frakce využı́vajı́cı́

sonikaci membrány (viz oddı́l 4.2.3) následovanou ultracentrifugacı́ na sacharosovém

gradientu použı́vá skupina v Jeně (Peskan et al., 2000; Shahollari et al., 2004).

4.1.2 Izolace GPI-kotvených proteinů

Při izolaci GPI-kotvených proteinů se využı́vá jejich rozpustnosti v Tritonu X-114. Pu-

rifikovaná frakce membránových mikrosomů se resuspenduje v 2% Tritonu X-114 při

37˚C, hydrofobnı́ GPI proteiny se separujı́ v detergentové fázi. Aplikacı́ Pi-PLC, fosfo-

lipázy specificky odštěpujı́cı́ GPI kotvu, je možné převést GPI proteiny do vodné fáze

a po rozdělenı́ na dvourozměrné elektroforéze identifikovat hmotnostnı́ spektroskopiı́

(Borner et al., 2003; Elortza et al., 2003).
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4.1.3 Proteomická anylýza proteinů DRM

Úskalı́ proteomické analýzy detergentuvzdorných membrán spočı́vá v malé rozpust-

nosti jejich proteinů v elektroforetických pufrech, zvláště v přı́padě dvourozměrné

elektroforézy. Obsah integrálnı́ch proteinů bývá při proteomické analýze PM zpravidla

podhodnocen (Marmagne et al., 2004). Optimalizované složenı́ pufrů s vyššı́ koncent-

racı́ chaotropnı́ch látek a přı́tomnostı́ neionických (N -oktylglukosid) i ionických (SDS)

detergentů uvádı́ Morel et al. (2006).

Kromě proteinového složenı́ byl analyzován taktéž obsah lipidů pomocı́ HP-TLC.

4.2 Obecné vlastnosti membránových mikrodomén u rostlin

4.2.1 Lipidové složenı́

Lipidové složenı́ rostlinných membrán se v detailech odlišuje od opistokontnı́ch orga-

nismů.

DIVERSITA STEROLŮ Živočišné buňky obsahujı́ cholesterol, u hub nalezneme er-

gosterol, avšak u rostlin nacházı́me celou paletu sterolů: sitosterol (60%), choleste-

rol (20%), 24-methylcholesterol (10%) a stigmasterol (Laloi et al., 2007). Rostlinnou

specialitou jsou taktéž sterylglykosidy, předpokládané primery pro syntézu celulosy

(Lefebvre et al., 2007). Během extrakce DRM nebyly zaznamenány proporčnı́ změny

v zastoupenı́ jednotlivých sterolů (Lefebvre et al., 2007).

Jednotlivé steroly se můžou lišit v efektu na uspřádávánı́ membránových mikrodomén,

napřı́klad ergosterol silněji indukuje tvorbu domén dı́ky planárnějšı́mu uspořádánı́ po-

lycyklu (Xu et al., 2001). Modelové membrány obsahujı́cı́ rostlinné steroly vykazujı́

menšı́ sensitivitu k teplotnı́mu šoku, nebot’jejich fázové přechody jsou méně teplotně

závislé (Beck et al., 2007).

SFINGOLIPIDY I v přı́padě sfingolipidů nalezneme rostlinná specifika: inositolfos-

forylceramidy a glukosylceramidy (Laloi et al., 2007). Podrobnou analýzu provedl

Markham et al. (2006).

FLAVONOIDY Nejrecentnějšı́ studie předpokládajı́, že mocným modulátorem membrá-

nové fluidity u rostlin by mohly být flavonoidy, známé jako antioxidanty a významné

metabolické regulátory. V závislosti na počtu -OH skupin by se mohly bud’interkalovat

do lipidové dvojvrstvy podobně jako cholesterol, nebo vázat na hydrofilnı́ hlavice mem-

bránových lipidů a tak zesilovat či oslabovat formaci mikrodomén (Tarahovsky et al.,

2008).
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4.2.2 Výsledky proteomických studiı́

Velmi podrobný proteomický rozbor detergentuvzdorné frakce buněk linie BY-2 pro-

vedl Morel et al. (2006). Celkem izoloval a identifikoval 145 proteinů. Lefebvre et al.

(2007) studoval obdobně kořeny bobovité rostliny Medicago truncatula a identifiko-

val 270 proteinů. Výsledky lze porovnat s obecným složenı́m plasmatické membrány

(Alexandersson et al., 2004; Marmagne et al., 2004). Provedené studie poskytujı́ pro-

zatı́m spı́še kvalitativnı́ obraz proteinového složenı́. Podrobná kvantitativnı́ analýza

obohacenı́ jednotlivých proteinů v DRM nebyla prováděna. Lefebvre et al. (2007) ori-

entačně uvádı́, že v DRM frakci se nacházı́ 12% z celkového obsahu membránových

proteinů. Western-blotem zjistili konkrétně u PM H+-ATPasy obohacenı́ 7× vůči roz-

pustné frakci plasmatické membrány. Stále však je nutné mı́t na paměti, že složenı́

DRM nemusı́ být zcela identické s hypotetickými membránovými rafty (rev. Munro,

2003).

Obrázek 7: Elektronmikrosko-
pické snı́mky membránových
váčků po mrazovém leptánı́. A)
výchozı́ plasmatická membrána
B) DRM po extrakci TX-100 C)
lehká frakce membrány po so-
nikaci a centrifugaci D) změna
zastoupenı́ proteinů (PM – vý-
chozı́ plasm. membr., TX – po ex-
trakci TX-100, stejné zastoupenı́
proteinů bylo udajně i v soni-
kovaných vzorcı́ch). Šipky uka-
zujı́ agregáty proteinů (vyššı́ ob-
sah v obou izolátech vůčı́ PM).
Zřejmý rozdı́l velikostı́ vačků při
odlišných extrakčnı́ch metodách.
Převzato z Peskan et al. (2000).

4.2.3 Charakteristika izolovaných DRM

VELIKOST A STRUKTURA DRM IZOLÁTŮ Peskan et al. (2000) porovnávala strukturu

detergentem nerozpustných membránových izolátů z tabákových listů, zı́skaných po-

mocı́ Tritonu X-100, se strukturou produktu, který zı́skala po rozrušenı́ plasmatické

membrány sonikacı́ (7× 10 s, 20 W). Po ultracentrifugaci produktu sonikace na sa-

charosovém gradientu se plasmatická membrána rozdělila na dvě frakce, těžšı́ a lehčı́.

Lehčı́ frakce se velmi podobala tritonovým DRM — oba izoláty měly shodnou hustotu.

Ve srovnánı́ s výchozı́ plasmatickou membránou byly obohaceny o 40–50 nm velké
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klastry membránových proteinů (zjištěno elektronmikroskopicky po mrazovém leptánı́)

a údajně se podobaly i obsahem proteinů (dle SDS-PAGE, bez identifikace). V obou

přı́padech popisuje izoláty jako vesikulárnı́ struktury, rozdı́lná však byla jejich velikost:

50–100 nm po sonikaci, avšak 100–400-(-1 300) nm v DRM po extrakci Tritonem

(obrázek 7). Je diskutabilnı́, zda se dá z velikosti takto izolovaných membránových

mikrodomén usuzovat velikost raftů in vivo.

Poněkud odlišnou morfologii tritonových DRM popisuje Mongrand et al. (2004) na zá-

kladě transmisnı́ elektronové mikroskopie. Zatı́mco výchozı́ plasmatická membrána

tvořı́ po purifikaci kolekci váčků, DRM majı́ charakter úzkých proužků, max. 100 nm

širokých a dlouhých až několik µm, které tvořı́ stužkovitou sı́t’ (obrázek 8; nahoře).

Vzorky fixoval glutaraldehydem.

Obrázek 8: Struktura DRM zı́s-
kaná pomocı́ transmisnı́ho elek-
tronového mikroskopu. Nahoře
– fixace glutaraldehydem: A) vý-
chozı́ plasmatická membrána –
váčky B) DRM po extrakci TX-
-100 – lamely. Šipky ukazujı́
mı́sta adheze jednotlivých la-
mel. Převzato z Mongrand et al.
(2004).
Dole – kryofixace C) výchozı́
plasmatická membrána D) DRM
po extrakci TX-100. Převzato
z Lefebvre et al. (2007).

Morfologii DRM zkoumal pomocı́ transmisnı́ elektronové mikroskopie i Lefebvre et al.

(2007) na kořenech tolice Medicago truncatula. Srovnával dva způsoby přı́pravy

vzorku — chemickou fixaci pomocı́ glutaraldehydu a vysokotlakou kryofixaci. Vý-

chozı́ plasmatická membrána se opět jevila jako kolekce váčků, které měly dokonalejšı́

kulovitý tvar v preparátech připravených kryofixacı́. Ještě výraznějšı́ rozdı́l obdržel

u preparátů DRM, kdy chemická fixace způsobovala rozpad a segregaci proteinových

shluků, kdežto kryofixované vzorky obsahovaly kompaktnı́ membránové lı́stky s většı́m

zastoupenı́m sférických útvarů, často cibulovitě vrstvených, tvarově bližšı́ch pozoro-

vánı́, které provedla Peskan et al. (2000). Kryofixace se zdá být šetrnějšı́ metodou

přı́pravy preparátů (obrázek 8; dole).

4.3 Funkce lipidových raftů u rostlin

Po metodické a obecné části nynı́ následuje stručný nástin procesů, ve kterých by mohly

být lipidové rafty u rostlin zainteresovány. Výběr témat vycházı́ z proteomických studiı́
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detergentuvzdorných membrán, snažı́ se přiblı́žit funkci nejvýznamnějšı́ch proteinů,

které byly identifikovány v DRM. Pracı́ zabývajı́cı́ch se explicitně jejich funkcı́ v sou-

vislosti s lipidovými rafty zatı́m nenı́ mnoho.

4.3.1 Lipidové rafty a polarisovaný transport

Koncepce lipidových raftů vytvořená u živočichů předpokládá jejich klı́čovou roli pro

polarisaci buňky. Nabı́zı́ se otázka, zda lze i u rostlin najı́t obdobu raftového polárnı́ho

transportu. Laloi et al. (2007) izolovali DRM frakci i z Golgiho aparátu a jejı́ lipidové

složenı́ odpovı́dalo DRM z plasmatické membrány. Pokud částečně inhibovali syntézu

sterolů, hromadily se DRM tvořené sterolovými prekurzory v Golgiho aparátu, což

nasvědčuje, že i u rostlin budou rafty fungovat v průběhu exocytosy.

Podobně jako živočišné buňky, jsou i rostlinné výrazně polarisovány. Zatı́mco živočišný

organismus se zakládá převážně dvourozměrně (listy ektodermu a entodermu) a velký

morfogennı́ význam majı́ migrace různých populacı́ buněk, vývin rostlin se od em-

bryonálnı́ fáze odehrává ve třech rozměrech, přičemž buňky zaujı́majı́ statickou pozici.

Napřı́klad množstvı́ rostlinných SNARE proteinů nasvědčuje, že polarisace rostlinných

buněk bude složitějšı́ než u živočichů (Sanderfoot, 2007).

APIKÁLNÍ, BASÁLNÍ, LATERÁLNÍ. . . Polarisace rozděluje membránu rostlinné buňky

minimálně na tři části: napřı́klad u kořenového protofloemu lze rozlišit apikálnı́ část

buňky vyznačujı́cı́ se auxinovou permeasou AUX1 (Swarup et al., 2001), basálnı́ dle

lokalisace auxinového vynašečě PIN1 (Galweiler et al., 1998) a laterálnı́ vyznačujı́cı́

se přı́tomnostı́ proteinu COBRA (Schindelman et al., 2001). V různých pletivech se

však funkce jednotlivých membránových domén lišı́ (např. v souvislosti s tokem au-

xinu, Palme & Galweiler (rev. 1999)). Speciálnı́m přı́padem pak jsou apikálně rostoucı́

struktury – kořenový vlásek a pylová láčka (rev. Hepler et al., 2001).

LIPIDOVÉ RAFTY A ROP Polarisace buňky je výsledkem dynamické rovnováhy mezi

exo- a endocytosou. Malé rostlinné GTPasy ROP, členky Rho rodiny GTPas, jsou

lokalisované na plasmatické membráně a vymezujı́ mı́sta polarisované exocytosy (rev.

Yang & Fu, 2007). Aktivovaná ROP GTPasa sloužı́ jako základ pro tvorbu komplexu

exocystu (Lavy et al., 2007; Hala et al., 2008), který zajit’uje zachycenı́ váčku poblı́ž

membrány. Potom následuje splynutı́ váčku s membránou asistované SNARE proteiny.

Nezodpovězena však stále zůstává otázka, jakým mechanismem je řı́zena distribuce

ROP GTPas. Recentnı́ výsledky ukazujı́, že i zde by mohly hrát roli lipidové rafty.

GTPasa ROP6 je v membráně ukotvena prenylacı́, avšak v aktivnı́m stavu při navázánı́

GTP je navı́c S-acetylována palmitoylacı́. Sorek et al. (2007) recentně dokázal, že akti-

vace provázená S-acetylacı́ vede k přesunu molekuly z neraftové do detergentuvzdorné

frakce membrány. Význam S-acetylace byl dřı́ve objeven i u živočišných Ras GT-
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Pas. V rostlinném výzkumu je velmi perspektivnı́ kapitolou (rev. Hemsley & Grierson,

2008).

SNARE PROTEINY Řı́dı́ konečný krok splývánı́ transportnı́ho váčku s cı́lovými mem-

bránami. Nalezneme je od endoplasmatického retikula až po plasmatickou membránu.

Růst počtu SNARE proteinů koreluje s mnohobuněčnostı́ a tı́m pádem diversifikacı́

buněčných typů (Sanderfoot, 2007). Největšı́ diversitu nalézáme u rostlin (54 proteinů

u Arabidopsis, Uemura et al. (2004), Pratelli et al. (rev. 2004)).

S rostlinnou plasmatickou membránou Arabidopsis thaliana je spojeno 18 t- a v-

-SNARE. Proteomické analýzy celé plasmatické membrány dokládajı́ přı́tomnost SYP

71, 121, 122 a 123, α-SNAP, NPSN 13 a VAMP 722 (Alexandersson et al., 2004;

Marmagne et al., 2004), kdežto analýzy zameřené na detergentuvzdornou frakci uvádějı́

SYP 71, 121 a 131, NPSN 12, α-SNAP a NSF-1 (Morel et al., 2006; Mongrand et al.,

2004). Podrobnějšı́ studie funkcı́ potenciálnı́ch raftových SNARE (odoba živočišného

syx3, kap. 3.3.3) však zatı́m nebyly prováděny, lokalisace pomocı́ GFP byla zjišt’ována

pouze v protoplastech (Uemura et al., 2004).

KLASTRY SNARE A KAT 1 Draslı́kový kanál KAT 1 se na plasmatické membráně

vyskytuje v imobilnı́ch klastrech, pro jejichž tvorbu je nezbytný SYP 121, součást

komplexu t-SNARE (Sutter et al., 2006). Tento objev dokládá význam různých typů

SNARE pro polarisovaný transport, avšak souvislost s rafty nenı́ jasná, nebot’napřı́klad

exocytosa membránové PMA2 H+-ATPasy, jež se prokazatelně vyskytuje v detergen-

tuvzdorné membránové fázi (Morel et al., 2006), nenı́ ovlivněna cı́leným poškozenı́m

SYP 121. Interpretaci výsledků ztěžuje riziko potenciálnı́ch artefaktů plynoucı́ch z ove-

rexprese transgennı́ho KAT 1, který se pod přirozeným promotorem vyskytuje tak řı́dce,

že nenı́ možná přı́má GFP visualisace či jeho detekce v DRM (Sutter et al., 2006).

4.3.2 Rafty a transport auxinu

Usměrněný tok auxinu je nejdůležitějšı́m morfogennı́m faktorem při vývoji rostliny.

Transport auxinu přes plasmatickou membránu zajišt’ujı́ jak pasivnı́ přenašeče (AUX1,

PIN), tak i aktivnı́ (PGP) využı́vajı́cı́ energii hydrolýzy ATP. PGP patřı́ do skupiny ABC

transportérů (ATP-binding-cassette) a prokazatelně se vyskytujı́ v detergentuvzdorné

raftové frakci membrány (Borner et al., 2005). Výsledky experimentů poukazujı́ na sku-

tečnost, že PGP transportéry tvořı́ raftově vázané komplexy s přenašeči PIN a společně

umožňujı́ velmi precisnı́ regulaci auxinového toku (rev. Bandyopadhyay et al., 2007).

Dalšı́m zajı́mavým tématem je polarisovaný váčkový transport PIN proteinů. Ukazuje

se, že apikálnı́ a basálnı́ transport zajišt’ujı́ nezávislé dráhy. Basálnı́ transport je citlivý

k brefeldinu A a je řı́zen proteinem GNOM (který funguje jako GEF, guanine ex-

change faktor, janž aktivuje ARF protein, iniciátor pučenı́ transportnı́ho váčku), kdežto
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apikálnı́ protein nenı́ ovnivňován brefeldinem ani mutacı́ gnom (Kleine-Vehn et al.,

2008). V existenci vı́ce transportnı́ch drah můžeme spatřovat paralelu s exocytosou u

epitelových buněk, avšak souvislost s rafty v tomto přı́padě nebyla zatı́m studována.

4.3.3 Intrakce raftů s cytoskeletem

ANNEXINY Annexiny tvořı́ rodinu proteinů, které mohou přı́mo interagovat s fosfoli-

pidy, steroly či fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátem cytosolického listu plasmatické mem-

brány prostřednictvı́m vazby iontu Ca2+. Annexiny současně vážı́ aktinová filamenta

a zprostředkovávajı́ tak velmi dynamickou interakci mezi membránou a cytoskeletem,

regulovatelnou hladinou Ca2+. Předpokládá se, že by annexiny mohly podporovat

klastrovánı́ malých lipidových raftů ve velké signálnı́ platformy, budoucı́ studie jistě

přinesou mnoho cenných informacı́ (rev. Konopka-Postupolska, 2007)

REMORIN Remorin (33 kDa) je jednı́m z nejabundantnějšı́ch proteinů detergen-

tuvzdorné membránové frakce a použı́vá se jako marker DRM (Laloi et al., 2007).

Jeho funkce však takřka neznáme. Exprimuje se v diferencujı́cı́ch se pletivech a je lo-

kalisován ostrůvkovitě v plasmatické membráně. Je schopen tvořit oligomernı́ vlákna,

což nasvědčuje, že by mohl fungovat jako raftový skeletálnı́ systém (Bariola et al.,

2004). Remoriny tvořı́ rodinu specifickou pro suchozemské rostliny (Raffaele et al.,

2007), jejı́ž výzkum zřejmě přinese mnoho zajı́mavých poznatků.

4.3.4 GPI-kotvené proteiny a správa buněčné stěny

Asociace GPI-kotvených proteinů s lipidovými rafty patřı́ k nejdéle známým vlast-

nostem živočišných raftů a tudı́ž si zasloužı́ většı́ pozornost i u rostlin. Z lokalisace

GPI-kotvených proteinů na vnějšı́ straně plasmatické membrány vyplývá, že jejich

základnı́ funkce bude spočı́vat v komunikaci s buněčnou stěnou a mohou též zpro-

středkovávat obranu před patogeny. Nejpočetněji jsou zastoupeny arabinogalaktanové

proteiny, lipidové transferasy, β-1,3-glukanasy, fytocyaniny, COBRA a různé proteasy.

Dı́ky rozsáhlým genomickým studiı́m známe v současné době u Arabidopsis 248 genů

potenciálnı́ch GPI-kotvených proteinů (čili 0,8% z celkem 25,5 tis. genů, Borner (2002),

Borner et al. (2003)). Eisenhaber (2003) identifikovala modifikovaným algoritmem u

Arabidopsis 187 proteinů a 202 u rýže.2

Borner et al. (2003) provedl následně komplexnı́ analýzu GPI proteinů z kalusové kul-

tury Arabidopsis thaliana. Extrakcı́ TX-114 (kapitola 4.1.2) izoloval a identifikoval 30

GPI-kotvených proteinů. Elortza et al. (2003) izoloval obdobnou metodou ze stejného

materiálu 44 proteinů. GPI proteiny lze zı́skat i z detergentuvzdorné frakce po extrakci

2On-line nástroj na predikci GPI na adrese
http://mendel.imp.univie.ac.at/gpi/plants/gpi plants.html
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TX-100, avšak ve výrazně menšı́ diversitě (jak u rostlin, tak živočichů maximálně 6

proteinů (Elortza et al., 2003; Morel et al., 2006; Lefebvre et al., 2007)).

COBRA REGULUJE UKLÁDÁNÍ CELULOSY Klı́čová role proteinu COBRA je zřejmá

z fenotypu jeho mutantů – nejsou schopny elongačnı́ho růstu a výrazně tloustnou, přede-

všı́m v kořenové části (Schindelman et al., 2001). COBRA se exprimuje ve všech elon-

gujı́cı́ch se částech rostliny a naopak nenı́ detekovatelná v meristémech (Roudier et al.,

2005). Nejzajı́mavějšı́ je však jejı́ subcelulárnı́ lokalisace, COBRA se vyskytuje klastro-

vaně v pásech výhradně na laterálnı́ straně buňky, jejichž orientace sleduje kortikálnı́

mikrotubuly (běžı́cı́ kolmo k podélné ose buňky). COBRA přı́mo řı́dı́ ukládánı́ ce-

lulosnı́ch mikrofibril a zajišt’uje jejich tranverzálnı́ orientaci nezbytnou pro dlouživý

růst. Krom GPI-kotvené membránové formy se COBRA vyskytuje i volně ve stěně

po odštěpenı́ neznámou fosfoinositolovou lipázou (Roudier et al., 2005).

Podrobný mechanismus interakce mikrotubulů a mikrofibril prostřednictvı́m proteinu

COBRA nenı́ objasněn (rev. Wasteneys & Fujita, 2006). Roudier et al. (2005) před-

pokládá, že by COBRA regulovala délku vznikajı́cı́ mikrofibrily. Mimo GPI kotvy a

N-glykosylované domény obsahuje COBRA i vazebné mı́sto s afinitou k celulose a

doménu schopnou poutat kovový iont, jež může mı́t redoxnı́ funkci (Roudier et al.,

2002, 2005).

Zástupci proteinové rodiny COBRA-like jsou specifičtı́ pro rostliny a nemajı́ homology

u jiných eukaryot (Roudier et al., 2002). Protein COBL4 sloužı́ k predisposici druhot-

ného tloustnutı́ buněčné stěny. Exprimuje se u semenáčků v prvnı́m a druhém týdnu

a jeho mutace Brittle stalk2 se projevuje náhlým zkřehnutı́m prýtu semenáčků ve 4.

týdnu, způsobeném defektem buněčné stěny, který je kompenzován nadměrnou ligni-

fikacı́ (Sindhu et al., 2007). Protein COBL9 byl identifikován jako jeden z šesti genů

esenciálnı́ch pro vrcholový růst kořenových vlásků (Jones et al., 2006). Komplexnı́

přehled lokalisace proteinů COBL u Arabidopsis, rýže a kukuřice podává Brady et al.

(2007). Defekty buněčné stěny vyvolané cob mutacemi vedou k aktivaci ethylénových

a jasmonátových signálnı́ch drah obdobně jako při biotickém stresu (Ko et al., 2006).

SKU5 A PŘÍBUZNÉ PROTEINY Devatenáctičlenná rodina obsahuje proteiny přı́buzné

obecně rozšı́řeným ’multicopper’ oxidázám, jež plnı́ funkci redoxnı́ch regulátorů v bu-

něčné stěně. Oxidujı́ askorbát, jsou klı́čové při lignifikaci, ve vývojových i obranných

procesech (Jacobs & Roe, 2005). GPI kotva je přı́tomna pouze u SKS1, SKS2 a SKU5

(Borner et al., 2003). Typickým fenotypem mutanta sku5 je nadměrné zkrucovánı́ ko-

řenů při růstu na tuhém skloněném agaru. Zkrucovánı́ je součtem gravitropické ohy-

bové reakce s rotacı́ kořenové špičky při snaze penetrovat médium, na buněčné úrovni

se projevuje ohýbánı́m předevšı́m epidermálnı́ch buňek proti směru směru hodinových

ručiček. Protein SKU5 se vyskytuje předevšı́m v elongačnı́ zoně a to jak vázaný k mem-

bráně, tak i volně ve stěně a nebyla u něj pozorována žádná polarisace ani klastrovánı́.
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Mechanismus jeho působenı́ nenı́ zatı́m znám, spekuluje se, že by mohl rozvolňovat

střednı́ lamelu a umožňovat tak vzájemné klouzánı́ buněk při ohýbánı́ a zkrucovánı́

(Sedbrook et al., 2002). Nedávná studie odhalila, že protein SKU5 je schopen vázat

ABP1 (auxin-binding protein) a tak být přı́mo regulován auxinem (Shimomura, 2006),

mohl by tedy sloužit jako modifikátor buněčné stěny při elongaci stimulované auxinem.

β-1,3-GLUKANÁZY Padesát členů této rodiny se vyznačuje schopnostı́ štěpit β-1,3-

-glykosidickou vazbu, jež se uplatňuje v metabolismu kalosy, ale i při obraně proti

houbám (degradujı́ jejich buněčné stěny). V rámci rodiny lze vymezit skupiny fungujı́cı́

výhradně při mikrosporogenezi a při růstu pylové láčky. GPI kotva je predikována

přibližně u poloviny proteinů, jež se předpokládajı́ jako ancestrálnı́ a nebývajı́ výrazněji

tkáňově specifické (Doxey et al., 2007).

ARABINOGALAKTANOVÉ PROTEINY Veliká a diversifikovaná rodina GPI-kotvených

proteinů vyznačujı́cı́ch se přı́tomnostı́ silně glykosylovaných hydroxyprolinových do-

mén (Schultz et al., 2002, 2000; Gaspar et al., 2001). Sacharidová složka může tvořit

přes 90% hmotnosti proteinu. Přesné funkce konkrétnı́ch proteinů jsou prakticky ne-

známé, opět však budou souviset s buněčnou stěnou, vývojovými procesy a signalisacı́.

Podrobněji byl napřı́klad charakterisován AGP18 (Yang & Showalter, 2007).

Fascicliny tvořı́ podrodinu arabinogalaktanových proteinů hojně zastoupenou u všech

eukaryot. U živočichů zastávajı́ adheznı́ funkci a obdobný účel se předpokládá i u

rostlin (Johnson et al., 2003; Faik et al., 2006). AtFLA4, jehož mutace sos5 se projevuje

tloustnutı́m kořene při solném stresu, je důležitý pro funkčnost střednı́ laminy (Shi et al.,

2003). Naproti tomu FLA11 reguluje tvorbu sekundárnı́ buněčné stěny (při vývoji

sklerenchymu Arabidopsis (Ito et al., 2005) či xylemu zinnie (Dahiya et al., 2006)).

OSTATNÍ Z dalšı́ch GPI-kotvených proteinů jmenujme jen stručně proteázy (remode-

lace stěny), lipid-transferové proteiny (vazba lipidů a jejich přenos hydrofilnı́ buněčnou

stěnou; podı́lejı́ se na ukládánı́ kutinu, ale i na obranných reakcı́ch a adhezi pylu) a

receptor-like proteiny (nesou doménu homolognı́ s receptor-like kinázami, ale postrá-

dajı́ transmembránovou doménu; fungujı́ při oxidačnı́m stresu a obranných reakcı́ch)

(rev. Borner, 2002).

4.3.5 Membránový transport vázaný na rafty

AQUAPORINY A H+-ATPASY Membránové transportéry patřı́ k nejhojnějšı́m pro-

teinům detergentuvzdorné frakce. Plasmalemové protonové PMA H+-ATPasy jsou

v DRM 7× obohaceny ve srovnánı́ s průměrem plasmatické membrány (Lefebvre et al.,

2007). DRM hostı́ taktéž 14-3-3 protein, ústřednı́ regulátor H+-ATPas. Z přı́tomnosti

aquaporinů lze usuzovat na význam lipidových raftů při transportu vody do buňky.

HEXOSOVÝ TRANSPORTÉR Nehomogennı́ distribuce je velmi dobře prozkoumána u
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proton-hexosového symportéru HUP1 z kokálnı́ řasy Parachlorella kessleri (Trebou-

xiophyceae), který sloužı́ k přı́jmu sacharidů. Klastrovánı́ transportéru bylo studováno

po přenesenı́ jeho genu s GFP do kvasinky a opět je závislé na přı́tomnosti sterolů

v membráně. Velmi zajı́mavé je, že v kvasince se vyskytujı́ dva typy raftových domén,

jedna je typická přı́tomnostı́ H+-ATPasy Pma1p, s druhou jsou asociovány různé H+

symportéry včetně transgennı́ho HUP1-GFP. Klastrovánı́ a raftová asociace HUP1

přı́mo v řase bylo demonstrováno fluorescenčnı́mi protilátkami a detergentuvzdornostı́

proteinu (Grossmann et al., 2006).

4.3.6 Rafty v obranných a symbiotických interakcı́ch

Podobně jako u živočichů, i u rostlin se předpokládá, že by mohly lipidové rafty

zprostředkovávat obranné reakce.

RAFTOVĚ VÁZANÝ REDOXNÍ SYSTÉM Nejrecentnějšı́ proteomická analýza detergen-

tuvzdorné membránové frakce byla provedena na kořenovém materiálu Medicago trun-

catula (Lefebvre et al., 2007) a ve srovnánı́ s předchozı́mi experimenty bylo v kořenech

detekováno výrazně vı́ce proteinů s redoxnı́ funkcı́. Lipidové rafty kořenových buněk

hostı́ napřı́klad NADH-ubiquinone oxidoreduktázy, cytochrom b561 a askorbátoxi-

dázu. Redoxnı́ systém je odpovědný za produkci reaktivnı́ch forem kyslı́ku, které jsou

nezbytné ke tvorbě buněčné stěny a taktéž figurujı́ v obranných reakcı́ch proti patoge-

nům. V přı́padě bobovitých rostlin je tento poznatek zvláště zajı́mavý, lipidové rafty by

mohly hrát roli při regulaci rhizobiálnı́ symbiosy.

LEUCINOVÉ KINÁZY ’Receptor-like’ kinázy tvořı́ velikou heterogennı́ rodinu. Na-

přı́klad u Arabidopsis bylo předpovězeno 600 kináz a u rýže existuje dokonce 1 200

kináz, přičemž vznik některých je prokazatelně produkt symbiosy s člověkem, nebot’

nejsou staršı́ než 10 000 let. Kinázy s leucinovými repeticemi (LRR-RLK) tvořı́ podro-

dinu, jejı́ž členové jsou významnı́ regulátoři růstu a vývoje (CLAVATA1, BRI1), ale

i zprostředkovatelé obranných reakcı́. Právě řada z nich byla identifikována v deter-

gentuvzdorné frakci (Shahollari et al., 2004; Lefebvre et al., 2007). V DRM byl také

nalezen protein pii-2, homolog LRR-RLK, avšak bez kinázové domény, který je klı́čový

pro mykorhiznı́ symbiosu Arabidopsis thaliana a stopkovýtrusé houby Piriformospora

indica (Shahollari et al., 2007).

SYNTÉZA KALOSY Raftovou lokalisaci můžeme očekávat i u komplexu syntetizujı́cı́ho

kalosu, jehož podjednotky byly nalezeny v DRM (Morel et al., 2006). Produkce kalosy

je opět součástı́ obranných reakcı́.
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5 Závěrečné shrnutı́

V prvnı́ části práce jsem se pokusil shrnout hlavnı́ experimentálnı́ doklady existence

lipidových raftů.

Prvnı́m předpokladem existence lipidových raftů byla existence membránových mik-

rodomén. Experimenty i teoretické studie jednoznačně dokládajı́ vzájemnou segregaci

různých typů lipidů a tvorbu mikrodomén uspořádané lo (sfingolipidy) a neuspořádané

ld fáze (fosfolipidy) v modelových membránových dvojvrstvách. Podobně jsou dolo-

ženy rozdı́lné preference membránových proteinů k uspořádanému či neuspořádanému

prostředı́, které jsou dány bud’ charakterem membránové kotvy (GPI a palmitoylové

kotvy upřednostňuji lo, kdežto prenylové a oleylové kotvy inklinujı́ k ld fázi) nebo

délkou transmembránové domény (dvojvrstva sfingolipidové fáze lo má většı́ tloušt’ku

než ld).

Slabšı́ argumenty již nalezneme pro obhajobu existence membránových mikrodomén

in vivo. Nepřı́mým důkazem je částečná nerozpustnost membrány v 1% detergentu

Triton X-100 při 4˚C. Zı́skaná detergentuvzdorná frakce je obohacena sfingolipidy a

potenciálnı́mi raftovými proteiny a předpokládá se, že je pozůstatkem uspořádaných

membránových mikrodomén. Samotná detergentuvzdornost je však pouze důkazem

odlišné afinity proteinů k různým fázı́m. K vlastnı́mu oddělenı́ rozpustné a nerozpustné

fáze může nastávat z části vlivem detergentu a nı́zké teploty a nemusı́ odrážet přirozený

stav membrány (poměr lo a ld fáze).

Nevyřešeným problémem také zůstává raftový popis vnitřnı́ho (cytoplasmatického)

listu membrány, který takřka neobsahuje sfingolipidy. Řada proteinů vázaných na vnitřnı́

stranu membrány (např. palmitoylované kinázy) se vyskytuje v detergentuvzdorné

frakci, mechanismy tvorby domén uspořádané fáze na vnitřnı́ straně membrány a jejich

komunikace s opačnou stranou membrány však stále nejsou spolehlivě objasněny (jedna

z hypotéz vysvětluje přenos doménového uspořádánı́ interdigitacı́ dlouhých acylových

řetězců sfingolipidů z vnějšı́ho listu membrány do vnitřnı́ho fosfolipidového). Proteiny

cytoplasmatické strany membrány se mohou do detergentuvzdorného komplexu dostat

při fragmentaci membrány detergentem, kdy docházı́ k mı́senı́ lipidů obou membráno-

vých listů a tvorbě nových mikrodomén.

Přı́mějšı́ důkazy existence mikrodomén a jejich asociace s raftovými proteiny pocházejı́

z fluorescenčnı́ch pozorovánı́ a metod FRAP, FRET či ’laser trap’. I tyto přı́stupy

jsou však zatı́ženy některými artefakty (fluorescenčně značené protilátky podporujı́

klastrovánı́ a podobný vliv má i overexprese vnesených značených proteinů, která

způsobuje nepřirozené zastoupenı́ proteinů v membráně).

Připustı́me-li existenci membránových domén v nativnı́ membráně, můžeme přejı́t

33



k vlastnı́ koncepci lipidových raftů, která se pokoušı́ vysvětlit polarisaci buňky a tvorbu

membránových signálnı́ch platforem na základě spontánnı́ tvorby lipidových mikrodo-

mén (raftů), které následně sdružujı́ specifické proteiny dle jejich afinity k uspořádané

či neuspořádané fázi membrány. Antithese k lipidovým raftům naopak předpokládá,

že výchozı́m hybatelem tvorby mikrodomén je interakce lipidů s proteiny a centrem

polarisace je cytoskelet.

Z funkcı́ jež jsou připisovány lipidovým raftům u živočichů je třeba zmı́nit třı́děnı́ pro-

teinů pro polarisovaný apikálnı́ váčkový transport v buňkách epitelů. Nedávné výzkumy

však ukazujı́, že raftová asociace nenı́ dostačujı́cı́ a předpokládá se existence paralelnı́ch

neraftových drah. Dále rafty figurujı́ v endocytose vázané na kaveoly a v souvisejı́cı́m

vstupu patogenů do buňky. V neposlednı́ řadě pak rafty sloužı́ v signalisaci, kdy raftová

asociace umožňuje shlukovánı́ jednotlivých partnerů signálnı́ dráhy.

U rostlin nacházı́me obdoby řady živočišných funkcı́ lipidových raftů. Raftově řı́zená

polarisace rostlinných buněk by mohla být zprostředkovávána duálně acylovanými Rop

GTPasami, které po aktivaci zı́skávajı́ afinitu k uspořádané membránové fázi. Hlavnı́

funkce rostlinných lipidových raftů by zřejmě mohla spočı́vat v regulaci vlastnostı́

buněčné stěny skrze GPI-kotvené proteiny. Nejdůkladněji prozkoumaným rostlinným

GPI proteinem je COBRA, která vnášı́ nové světlo do záhady paralelnı́ho uspořádánı́m

mikrotubulů a celulosových mikrofibril. Jiný GPI-kotvený protein, SKU5, ovlivňuje

elongaci buněk a pravděpodobně je pod přı́mým vlivem auxinu, který váže prostřed-

nictvı́m ABP1 proteinu. Samotný transport auxinu také souvisı́ s lipidovými rafty.

Auxinové vynašeče PGP patřı́ do rodiny ABC transportérů, u nichž je dokázána raftová

asociace. PGP proteiny interagujı́ s přenašeči PIN a společně zajišt’ujı́ přenos auxinu

přes plasmatickou membránu. Transportnı́ funkci zastává řada dalšı́ch raftových pro-

teinů – nejpočetnějšı́ jsou aquaporiny a PMA H+-ATPasy. Na závěr je třeba zmı́nit roli

lipidových raftů v obranné reakci rostlin: GPI-kotvené β-1,3-glukanázy jsou schopny

štěpit buněčnou stěnu patogennı́ch hub, leucinové kinázy (LRR-RLK) zajišt’ujı́ stre-

sovou signalisaci. Sekundárně se jejich funkce přenesla na regulaci symbiotických

interakcı́ (mykorhiznı́ a rhizobiálnı́).

Lipidové rafty jsou významné pro řadu dějů odehrávajı́cı́ch se v rostlinné buňce. Jejich

studium nám může napomoci k pochopenı́ základnı́ch mechanismů morfogeneze a

diferenciace rostliny a přiblı́žit podstatu reakcı́ rostliny na podněty z prostředı́, patogeny

počı́najı́ce, symbiotickými interakcemi končı́ce.
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