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Abstrakt

Sfingolipidy, cholesterol a nékteré typy membranovych proteinll (zejména GPI-kotve-
nych) tvori diky svym odlisnym fyzik& nim vlastnostem mikrodomény v ramci fosfoli-
pidové membrany, které se vyzna€uji kondenzovangSim usporadanim alze je izolovat
jako nerozpustny relikt pfi extrakci membrany detergentem Triton X-100. Hypotéza
lipidovych raftll predpoklada, Ze by tyto spontanné vznikajici platformy mohly byt
jadrem bunetné polarisace. Mnoho diikazli potvrzuje diilezitost lipidovych raftl pro
apikani vatkovy transport v buikéach epitel i, signalisaci aimunitni odpovéd. Recentni
studie dokazuji pritomnost detergentuvzdornych membranovych domeéni urostlin. Tato
reSerse diskutuje mozny vyznam lipidovych raftt pro polarisaci rostlinnych bunék, mo-
dulaci vlastnosti bunétné stény a obranu pred patogeny.

Klicovasova: Membranové mikrodomeny, li pidoveérafty, detergentuvzdornost, bu-
nétna polarisace, apikani transport, exocytosa, SNARE, GPI, rostliny, epitel, bunétna
sténa, husenicek

Abstract

Sphingolipids, cholesterol, and severa membrane proteins (especialy GPl-anchored)
form, based on their specific thermodynamics, microdomainsin 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 areinvolved 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, | discuss
possible role of lipid rafts in the maintenance of plant cell polarity, modulation of
cell-wall properties, and pathogen defence.

Keywords: 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/"vosol sob/rafty.pdf
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1 Uvod

. - - - We believe that intracellular protein traffic
cannot be understood apart from lipid traffic.”
Simons & van Meer (1988)

KdyZ jsem zaCal zpracovavat téma lipidovych raftll, uplynulo pravé deset let od oka-
mziku, kdy Kai Simons shrnul v ¢asopise Nature zakladni koncept membranovych raftl
(Simons & Ikonen, 1997). Rozsahem Usporny €lanek byl do dne3ni doby citovan vice
nez 3 500 .

Zaprameny raftové hypotézy vSak musime jit hloub&i do minulosti. Potatkem 70. let
popsali S. J. Singer a G. L. Nicolson membranovou strukturu jako nahodné uspora-
danou fluidni mozaiku lipidl a integralnich proteindl a poloZili tak zaklad moderniho
membranového vyzkumu (Singer & Nicolson, 1972). Nasledujici studie vak odhdlily,
Ze membrana neni jen nghodné usporadanou dvourozmérnou kapalinou, ale ze je jgi
plasmatické membrany ,lipidové rafty”, koncepce, jez na zakladé spontanni tvorby
usporadanéSich membranovych mikrodomén tvofenych sfingolipidy, steroly a pro-
teiny s GPI kotvou vysvétluje fadu klicovych procestl v burice, od polarisované endo- a
exocytosy, pies morfogenezi a prenos signal il az po imunitni odpovéd a vstup patogeni
do bunky. Soutasné se shromazdovanim dokladll je vak hypotéza lipidovych raftl
podrobovana kritice plynouci z vétSinou pouze nepfimych i rozpornych diikazli pro
jejich existenci a definitivni soud nebyl prozatim vynesen.

Literatura o raftech zahrnuje nékolik tisic publikaci, pfi¢emz vétsinavyzkumii ale byla
provedenanazivocisnych model ech. JevSak zfejmé, Ze pokud rafty existuji, budou plnit
stejnévyznamnou Ulohui u ostatnich skupin organisml. V této praci sehodlam po &irdim
obecném Gvodu zamé&it na vyyznam lipidovych raftll pro rostlinnou buiiku. Vzhledem
k tomu, Zevyzkum rostlinnych lipidovych raftl zatal az po prelomutisicileti aposkytuje
spiSe fragmentélni poznatky, nelze ofekavat od nasledujiciho vyctu universalnost ani
definitivnost, chtél by v&ak ilustrovat &ifi procest, ve kterych by mohly byt lipidové
rafty zainteresovany.



2 Membrany maji doménovou strukturu

Membranovy vyzkum se od pocatku snazi odpovedét tyto tfi zakladni otazky:
1) Jaké je vzdjemné usporadani rliznych typl lipidd a proteinti v membréang.
2) Jakymi mechanismy se struktura membrany ustavuje.

3) Jaky vyznam majeji struktura pro funkci bunky.

2.1 Zakladem jefluidni mozaika

JE USPORADANI MEMBRANY NAHODNE NEBO PERIODICKE?  Pilif sou¢asného chapani
struktury biomembran postavili Singer & Nicolson (1972) teorii fluidni mozaiky. Mem-
branu popsali jako dvojvrstvu tvofenou amfipatickymi lipidy na zakladé hydrofobnich
ahydrofilnich interakci. Jgji vlastnosti priblizili ke kapaling, ve kterézcelavolnéplavou
transmembranove proteiny.

Fluidnost a nekrystali¢nost uspofadani membrany jiz tehdy potvrzoval o mnozstvim ex-
perimental nich dokladil. StéZejni experiment provedli Frye a Edidin v roce 1970 na he-
terokaryonnich bunkéach ziskanych flzi lidskych a my3ich bunék. Po splynuti bunék
sledovai pomoci fluoreskujicich protilatek pohyb lidskych a mysich antigenti v mem-
brang. Potvrdili zcela nahodnou difusi silné zavislou na teploté a velikosti proteind.
Dald dlikazy aperiodického rozloZeni membranovych proteinti poskytly elektronmi-
kroskopické studie mrazovych leptll bunééného materidlu (podle Singer & Nicolson,
1972).

2.2 Struktura membran je komplikovang i

Vysedky experimenttl z 80. letech prinaseji fakta, ktera nas nuti koncepci membra-
nové struktury prehodnotit. Studie modelovych dvojvrstev tvofenych smési fosfo- a
sfingolipidd ukazaly, Ze rlizné druhy lipiddi podléhaji segregaci do mikrodomén (rev.
Thompson & Tillack, 1985).

MEMBRANOVE DOMENY  Nova koncepce membranové struktury (shrnuji napriklad
Brown & London, 1998) predpoklada, Ze membrana neni tvofena homogenni fazi, ale
mohou zde dynamicky koexistovat rlizné faze tvorené lipidy odlisnych vlastnosti.
Majoritni skupinou membréanovych lipidl jsou fosfolipidy. Jsou tvofeny hydrofilni
hlavickou (ethanolamin, serin €i cholin pfipojeny pres fosfét ke glycerolové kostfe)
a dvéma hydrofobnimi ocasky mastnych kyselin. Podstatné je, Ze jedna z mastnych
kyselin zpravidla nese cis dvojnou vazbu, ktera zplisobuje zalomeni acylového fetézce
avyrazneé tak snizujeteplotu tani fosfolipidové dvojvrstvy, pro niz jetak typickaznatna
fluiditaachaotickéusporadani hydrofobniho jadra. Fosfolipidovaféaze se proto oznaCuje
jako 14, liquid-disordered.



Naproti tomu sfingolipidy mivaji delSi pfimé Fetéce mastnych kyselin vzdy bez cis
vazeb, tudiz mohou byt usporadany tésngji a maji vysSi teplotu tani diky silngsim
hydrofobnim interakcim. Sfingolipidy tvori kompaktni gelovou fazi s, (solid-ordered)
somezenou fluiditou.

Nezbytnou soucasti membran jsou i steroly, které se vmezefuji mezi acyloveé fetézce
mastnych kyselin afunguji jako moderétor fluidity. Najednu stranu zabraiuji nadmérné
chaotisaci fosfolipidové faze, nadruhou udrzuji fluiditu faze sfingolipidoveé. Sfingolipi-
dovafaze se potom nenachazi v hexagonalné usporadané gelove s, fazi, aev castécné
fluidnim, avSak usporadaném mezistavu [,,, liquid-ordered.

LIPIDOVERAFTY  Existence spontannévznikajicichlipidovych mikrodomén odlisnych
fyzikalnich vlastnosti by méla dalekosahly vyznam pro popis Fady d&ti probihajicich
na bunéné membrané. Cisté na zakladé riizne afinity proteindl k usporadané (I,) &
neusporadané (1) fazi membrany by bylo mozné vysvétlit tvorbu platforem (= raftt),
které by mohly fungovat jako centrabunétné polarisace ¢i signalni portaly (obrazek 1).
Koncepci lipidovych raftd shrnuje Simons & Ikonen (1997). Hypotéza vsak zatim neni
plné potvrzena (rev. Munro, 2003). Nasleduje kriticky prehled jejich hlavnich opérnych
bodU.

outer leaflet
cholesterol
sphingolipids

p.t.choline

p.t.serine
p.t.ethanolamine
p.t.choline

GPl-anchored dually acylated
proteins kinases and GTPases

Obrézek 1: Schema lipidovych
raftd. Lipidové rafty jsou shiuky
membréanovych lipidd a proteinli

transmembrane ‘ mono acylated nachézejicich se v polotekute
proteins and prenylated usporadané féazi. Okolni mem-
proteins brana je neusporadana a vyrazné
fluidngsi. P t. - fosfatidyl. Prev-

zato z Munro (2003).

2.3 Doklady existence lipidovych raftl

K oncepce lipidovych raftll je budovana na tfech predpokladech:
(rev. Simons & Toomre, 2000)

1) Predpoklada existenci diskrétnich domén usporadané faze, ty jsou ae spolehlivé
doloZeny pouze v systémech umélych membran.
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2) Predpoklada relevanci biochemickych ajinych experimentanich metod pfi studiu
téchto domeén, které jsou viak zatizeny fadou artefaktd.

3) Predpoklada, Ze tyto domény hraji centralni roli v procesech bunécné polarisace a
signalisace.

2.3.1 Mikrodomény v liposomech a dvojvr stvach

Prvnim predpokladem lipidovych raftli je tvorba mikrodomén usporadané a neuspora-

dané lipidovéfaze. Exaktni studium fazového chovani neni mozné provadét v nativnich
membranach, cenné informace v&ak pfinasi vyzkum umélych membran, bud ve formé
liposom@ (syntetick&é membranové vacky) & dvojvrstev (rev. Simons & Vaz, 2004).

VétSinou se pfipravuji ve sloZzeni palmitoyloleylfosfocholin, sfingomyelin acholesterol

v poméru 1:1:1, jeZ se odpovida slozeni pfirozené membrany.

SFINGOLIPIDY TVORI DOMENY  Spontanni tvorbu sfingolipidovych mikrodoménv ramci
membrany tvorené fosfolipidy s cis dvojnou vazbou doklada napf. Ko et a. (2006) po-

moci fluorescencnich sond €i Lawrence et al. (2003) skenovaci mikroskopii. K jejich
tvorbé neni zapotfebi cholesterol (Lawrence et a., 2003). Interakci mezi sfingolipidy
mohou podporovat vodikovée miistky vytvarejici se mezi hydroxylovou akarbonylovou
skupinou ceramidu (rev. Simons & van Meer, 1988) a sacharidovymi zbytky u glykos-

fingolipidll (rev. Edidin, 2003). Pro tvorbu mikrodomén vak neni ani tato interakce
nezbytna, nebot vzgemné oddélovani fluidni [, agelove s, faze je typickéi pro smés
dioleyl- adipalmitoylfosfocholinu (Schroeder et a., 1994). Potvrzuje setak dominantni

efekt hydrofobni interakce.

VLIV STEROLU  Steroly vyznamé méni fazové poméry v membrané. Zvysovani ob-
sahu cholesterolu zvétSuje podil usporadané sfingolipidové faze, az pfi 30% nako-
nec mizi fazoveé rozhrani a cela membrana prejde do homogenni uspofadané [, faze
(Lawrence et al., 2003). Mnoho raftovych vlastnosti 1ze zkoumat odstranénim cho-
lesterolu z membrany methyl-3-cyclodextrinem (viz kapitola 2.3.4), které zplisobuje
rozpad struktury mikrodomém (obrézek 2). Je pozoruhodné, Ze po odebrani cholesterolu
sev membrané domeény netvori, prestoze, pfipravime-li vychozi smésbez cholesterolu,
Ize detekovat ryze sfingolipidové domény. Lawrence et al. (2003) zdlvodiuji tento
fakt pomalou kinetikou fazového pfechodu v dvojvrstvé. Vyrazny jei vliv cholesterolu
na usporadani 1, faze. Jeho pritomnost zvysi tloustku fosfolipidové dvojvrstvy z 3,5
na 4,0 nm.

2.3.2 Detergentuvzdor né membrany

Extrahujeme-li plasmatickou membranu Tritonem X-100 pfi 4°C, zjistime, Ze jista
frakce membrany zlistava nerozpudténa (oznacuje se DRM, detergent-resistant mem-



+TX100
-MBCD +MBCD

Obrézek 2: Membranové svlet-
ky kontroly aburiek sesnizenou
hladinou cholesterolu methyl-
-B-cyklodextrinem. Cholesterol
je klicovy pro formovani lipido-
vych raftdl. Fluorescentné vizu-
alizované raftové proteiny Y FP-
-GL-GPI (nahofe) a Cy3-CTXB
(dole), extrahovano Tritonem X-
-100. Prevzato z Kenworthy et al.
(2004).

brane). Lze ji nasledné oddélit od rozpusténé micelarni frakce jako plovouci vrstvu
pri ultracentrifugaci na sacharosovém gradientu. Analyzy této frakce ukazuji, ze je
vyrazné obohacena sfingolipidy a vykazuje specificky obsah proteinll. Predpoklada se,
Zze DRM a zvlasté jgjich proteinové slozeni representuje lipidové rafty a nerozpust-
nost proteinll v TX-100 je pouzivana jako hlavni indikator raftové afinity proteind
(Shogomori & Brown, 2003).

DRM A GPI pROTEINY  GPI-kotvené proteiny jsou syntetizovany na endoplasmatic-
kém retikulu. Primarné jsou v membrané kotveny C-terminani hydrofobni doménou,
kteraje v3ak po translaci odstépena a nahrazena glykosylfosfatidylinositolovou (GPI)
kotvou tvofenou lipidem na bazi ceramidu a kratkym fosforylovanym oligosacharido-
vym Tetizkem (rev. Ikezawa, 2002). Po exocytdze se GPI proteiny nachézeji vylutné
navng s strané membrany ajgjich vlastnosti |ze silné modul ovat odSt&penim od mem-
branové kotvy specifickou fosfolipazou. Tato modifikace pravdépodobné zplisobuje
rozsahlou konformagni zménu proteinu, nebot kazda formareaguje s jinou specifickou
protilatkou (Butikofer (2001), efekt byl popsan u parazita Trypanosoma brucei).
Lipidy GPI-kotvy jsou strukturng blizké k lipidlim tvoricim uspofadané membranové
domeény. Vyznamnym meznikem v historii lipidovych raftll se stal experiment, ktery
dokézal, ze GPI kotva zplisobuje nerozpustnost proteinu v TX-100 aasociaci se sfingo-
lipidovymi doménami (Brown & Rose, 1992). Studovanym proteinem byla placental ni
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akalickafosfataza (PLAP) v MDCK bunkéch (kultura epitelovych bunek psi ledviny).
Shodné vysledky byly ziskany i studiem umélych membran: Schroeder et al. (1994) do-
kladaji nerozpustnost PLAP v TX-100 a Saslowsky et al. (2002) dokazuji klastrovani
PLAP s usporadanymi mikrodoménami pomoci skenovaci mikroskopie.

KaveoLy DalSi charakteristickou slozkou detergentuvzdorné membréanové frakce
jsou kaveoly (rev. Parton & Richards, 2003). Jsou to zhruba 60 nm veliké vyduté
plasmatické membrany tvorené proteinem caveolinem 1. Mohou pokryvat az 30%
povrchu sav€ich bunék (napf. u endotelu). Elektronmikroskopicky byly rozpoznany jiz
v 50. letech, dnes jsou interpretovany jako zvl&stni typ raftovych domén s ne zcela
zfggmou funkci (kapitola 3.4).

INTERPRETACE DRM  Podrobny mechanismus tvorby DRM neni stéle objasnén. Neni
znamo, zdase domeény charakteru DRM nachazi jiz v nativni membrang, ¢i zdak jgjichz
tvorbé dochéazi az v pribéhu extrakce Tritonem X-100 (rev. Shogomori & Brown,
2003). Napriklad Heerklotz (2002) dospél pfi studiu fazovych pfemén béhem tritonové
extrakce liposoml ke kriti ckému poznatku, Ze pri fyziol ogickéteploté 37°C sev raftove
1, fazi nachazi jen minimalni podil sfingolipidll. Zastoupeni [, se vyrazné zvy3uje az
sobsahem TX-100 aklesgjici teplotou. DRM zfgjmeé nepredstavuiji pfimo lipidoveé rafty,
ale spide demonstruji afinitu proteinll k rliznym lipidovym fazim, coz nam vsak samo
0 sobé poskytuje velmi cenné informace o dynamice membrany.

2.3.3 Lokalisace raftdi na membrané

Vedleinterpretace DRM jedal$i otevienou otazkou v koncepci lipidovych raftli popisin-
terakce raftovych domén napric listy plasmatické membrany. K e tvorbé membranovych
mikrodomeén jsou nezbytné sfingolipidy, které se vdak vyskytuji pouze ve vngsim listu
plasmatické membrany (kde se také vyskytuji GPI proteiny, podrobngji kapitola 3.2).
Vnitfni list membrany je vSak majoritné tvoren fosfolipidy. Presto se ale raftova asoci-
ace predpokladai u dualné acylovanych kinaz Src a «-podjednotek heterotrimerickych
G-proteini i palmitoylovanych proteinli (Simons & Toomre, 2000), které se nachazei
vyluéné ve vnitfnim listu membrany. Predpoklada se, Ze existuji mechanismy, kterymi
by se pfenéaSel o doménové usporadani napric membranou, napriklad interdigitaci dlou-
hych sfingolipidovych Tetézcli z vnégjdiho listu do fosfolipidové faze vnitfniho listu.
Otazka e FeSenateoreticky (Wagner et a., 2007) i studiem asymetrickych modelovych
membran. Lin et al. (2006) sice dokazal, ze usporadané doménami v obou listech kore-
[uji, ale toto usporadani se zda byt silné nestabilni. VV Fadu minut dochéazi k vyraznému
flip-flopu mezi membranovymi listy Gstici v Gplnou separaci lipidli 1, faze v jednom
listu, zatimco druhy list se stavaryze neusporadanym. Ve svétle téchto vysledki sejevi
i asymetrie membrany jako vysledek Gisté fyzikanich mechanismil. Situace v redlné
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membrané se vdak komplikuje pritomnosti transmembranovych a perifernich mem-
branovych proteinll (annexiny a flotilliny), které asociuji s lipidy, jinymi proteiny Gi
cytoskel etem amohou primo indukovat tvorbu raftovych domén (Rajendran & Simons,
2005; Konopka-Postupolska, 2007; Neumann-Giesen et al., 2004; Rivera-Millaet a.,
2006).

2.3.4 Jak rafty vypadaji: tvar, velikost a dynamika

Na z&kladé analyz proteinového doZeni detergentuvzdorné membranové frakce Ize
vytvorit fadu hypotéz funkce lipidovych raftd, jejich testovani vsak neni snadng, pre-
devdm kvlli malé velikosti raftll, ktera se pohybuje na hranici rozligeni svételného
mikroskopu. Pokud byl k visualisaci lipidovych raftli pouzit GPI-kotveny GFP protein,
nebylo pozorovano zadné klastrovani a jeho fluorescence byla rovnomérné rozlozena
po buné&tné membrané. Naproti tomu visualisace GPI proteini fluorescenénimi proti-
latkami odhalilaklastrovani, to vsak miize byt artefaktem metody (Mayor & Maxfield,
1995). Poté, co byl pfimo nabunky (fibroblasty prichycenék mikroskopickému sklicku)
aplikovan detergent TX-100, bylo mozné pod mikroskopem pozorovat tvorbu detergen-
tuvzdornych membranovych domeén, které obsahovaly vétsinu fluorescentné znacenych
GPI proteindl a kaveolarnich komplexti. Naopak neraftové membranové proteiny byly
extrakci prakticky odstranény (obrazek 3). Nerozpustény zbytek membran by mél pred-
stavovat relikt raftovych mikrodomeén, nema v3ak charakter izolovanych ostrovil, jak
by se dle raftové teorie ocekavalo, ale je tvoren roztrhanym listem s vyleptanymi ot-
vory (Mayor & Maxfield, 1995). Pomoci skenovaci mikroskopie bylastanovenaplocha
jednotlivych detergentuvzdornych fragmentti na 15-20 m? (Giocondi et al., 2000).

Odvozovat z velikosti detergentuvzdornych domén velikost lipidovych raftti véak neni
mozné, aplikace detergentu totiz prokazatel né stimuluje klastrovani mikrodomén i pro-
teinli (Mayor & Maxfield, 1995; Friedrichson & Kurzchalia, 1998). Zatimco velikost
DRM se pohybuje v fadu mikrometrl, velikost nativnich raftll pravdépodobné nepre-
sahuje 100 nm, jak ukazuji nize popsané experimenty.

METODA FRET Metodou FRET je mozné odhalit raftové klastrovani proteinti i po-
kud by probihalo na prostorovych a €asovych skalach nepostizitelnych konvencni flu-
orescentni mikroskopii. Sleduje zmeény polarisace fluorescence, k nimz dochézi pfi
resonancnim prenosu energie mezi fluorofory vzgemné interagujicich fluorescencnich
proteindl. Varma & Mayor (1998) sledovali GPI-kotvenou (raftovou) atransmembrano-
vou (neraftovou) formu folatového receptoru, jez byly znaCeny fluorescencné modifi-
kovanym folatem. Pokud by se sledované proteiny vyskytovaly klastrovang, dochézelo
by k resonanénimu pfenosu a ztréaté polarisace emise. Mira depolarisace by soucasné
nemél azaviset nahustoté proteintiv membrang, nebot se predpokladatvorbaklastriijed-
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Obréazek 3: Membranové svlet-
ky po extrakci 1% Trito-
nem X-100. Patrny efekt tep-
loty na rozpustnost ,raftovych®
Casti plasmatické membrany. Vi-
zualizovano fluorescenci raftovée-
ho proteinu Cy3-CTXB s afinitou
ke glykosfingolipidim. Prevzato
z Kenworthy et al. (2004).

notné velikosti (obrazek 4). Dle otekavani vykazovala GPI-kotvenaformave srovnani
s transmembranovou klastrové chovani, které bylo navic citlivé k odstranéni choleste-
rolu. Velikost raftovych domén byla na zakladé téchto vysledkd odhadnuta na méné
nez 70 nm (odpovidaklastru max. 50 GPI proteinii). Efekt jinych membranovych kotev
studoval stejnou metodou Zacharias (2002). Dipal mitoylové a myristoyl-pal mitoylové
kotveni Y FP vedlo ke klastrovani proteindi a jejich kolokalisaci s caveolinem, kdezto
geranylgeranylova kotva méla efekt opatny. Raftova asociace byla v prvnim pripadé
opét dolozena zavidosti na hladiné cholesterolu a klasickou extrakci Tritonem X-100.
PROTEINOVE SHLUKY LZE ODHALIT CROSSLINKUJICiMI CINIDLI  Podobnévysledky zis-
kali zcela odlidnou metodou Friedrichson & Kurzchalia (1998). Na zchlazené bunky
(kdy je fluidita membrany témé nulovd) aplikovali chemické crosslinkujici Cinidio
bi s(sulfosuccinimidyl)suberét, ktery vaze blizce sousedici proteiny, pokud tvori klastry.
Elektroforézou pak prokazali existenci klastrli GPI-kotvené formy rlistového hormonu
(GH-DAF) v plasmatické membrané MDCK bunék, zatimco jiné konstrukty GH bez
predpokladané raftové afinity klastry nevytvarely. Raftovou pricinu asociace opét po-
tvrzujenegativni efekt extrakce cholesterolu methyl-3-cyklodextrinem natvorbu téchto
klastrll. Pocet proteint v klastrech odhaduji na 15.

LASER TRAP UMOZNi SLEDOVAT JEDINOU MOLEKULU  Velmi precisni dlkazy raftovée
asociace Ziskal Pralle (2000) metodou laserové pasti. Pomoci protilatek navazal late-
xovou kulicku o priméru 200 nm k jediné molekule raftové ¢i neraftové orientovaného
membranového proteinu alaserovym sledovanim ur€il pfimo viskozitni koeficient jeho
pohybu membranou. Viskozitni koeficient pohybu raftovych proteinll vykazova ve
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srovnani s neraftovymi bimodalni rozdéleni, coz je v dobrém souladu s teorii: Cast
proteindl byla dispergovana v méné viskozni neraftove frakci, zbylé byly asociovany s
lipidovymi rafty. Raftové asociované proteiny se mohou membranou pohybovat pouze
spoletné s celym raftem a tudiz ma jejich pohyb vyrazné vysSi viskozitni koefici-
ent, ktery vSak prokazatelné klesa po odstranéni cholesterolu z membrany methyl-3-
-cyklodextrinem. Béhem nékolikaminutového pozorovani nikdy nebyla zaznamenana
disociace proteinu z raftu a nuceny pohyb proteinu vyvola pohyb celého raftu, jehoz

velikost autor stanovil na’50 nm (3 500 lipidl a 60 proteint).

ODLISNE VYSLEDKY METODY FOTOBLEACHINGU  Pongékud protichtidnévysledky obdr-
Zela Kenworthy et al. (2004) mé&fenim difusni mobility rtiznych typli GFP-znatenych
membranovych proteinll metodou FRAP (fluorescence recovery after fotobleaching;
fluorescence sledovanych proteinll se na urcité plose odstrani silnym laserovym im-
pulsem a poté se sleduje rychlost jejiho obnoveni diky difusi neposkozenych fluores-
kujicich proteinli z okoli). Zatimco Pralle (2000) popisuje rafty jako rigidni domény
pohybujici se membranou jako celek (diky cemuz by mély mit raftové proteiny vyrazné
niZsi, a predevdim stejné difusni rychlosti, odpovidajici difusni rychlosti celého raftu),
Kenworthy et al. (2004) nezjistilapfi srovnavani rychlosti difuse nartizné velikych plo-
chach (1,4 a4 um) zadny signifikantni rozdil mezi raftovymi a neraftovymi proteiny,
ani shodu difusnich rychlosti pro raftové proteiny. Podobné nesignifikantni efekt mélo
i odstranéni cholesterolu z membrany, jez stejnou mérou ovlivnilo raftové i neraftovée
proteiny.

CTYRI MODELY  Dynamiku lipidovych raftil Ize popsat &yFmi rliznymi teoretickymi
modely (obrazek 5, Kenworthy et al. (2004)):

1) raftové proteiny jsou trvale vazany na stabilni rafty, jejichZ difuse je omezena,
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1 Stable, immobile rafts 2 Stable, mobile rafts

membranovych raftl. 1) Stabil-
ni imobilni rafty 2) stabilni mo-
bilni rafty 3) rafty s dynamic-

kou vyménou proteinll 4) Zad-
né rafty. Cervené raftovée, mod-
fe neraftové proteiny. Prevzato
z Kenworthy et al. (2004).

napriklad vazbou na cytoskelet

2) vazbaproteinlijedlouhodob, avsak rafty jako celek mohou difundovat membranou.
Difusni rychlost raftovych proteinli zavisi na velikosti raftll, nikoli na strukture
proteinti

3 Dynamic partitioning No rafts

3) interakceproteinti srafty jekratkodobaadynamicka, proteiny seseparuji nafazovem
rozhrani
4) rafty neexistuji, difuse proteindi zavisi pouze najejich chemické strukture.

VEtSina vyse uvedenych vysedkl spide svédGi pro prvni dva modely, Kenworthy et al.
(2004) zastava treti, pripadné Ctvrté stanovisko. Diskuse nad charakterem lipidovych
raftll je véak stale oteviena. Spoletnym artefaktem, ktery miize ovliviovat studie, je ne-
gativni efekt overexpresetransgennich proteinll (napf. GFPkonstrukttl). TamUizejednak
podporovat klastrovani, alei zastirat prirozenou distribuci proteinli (Kenworthy et al .,
2004). Velkym nebezpetim je i aplikace protilatek, jez taktéz indukuji klastrovani.
Vzhledem k tomu, Ze jednou z vlastnosti raftli by mé&o byt shlukovani pfi prenosu
signalll, miize detekei raftll ovlivnit pouZiti jakéhokoliv exogenniho Cinidla.
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3 Funkcelipidovych raft(

Jak jiz bylo zminéno, skrze koncept lipidovych raftll [ze vysvétlit mechanismy mnoha
podstatnych procesti probihajicich v buice (Simons & Toomre, 2000; Brown, 2006;
Rajendran & Simons, 2005). V této kapitole shrnu hlavni sméry ablize se budu vénovat
vyznamu raftll pro polarisaci bunky. Namozné analogie se nasledné zamé&im u rostlin.

3.1 Bunéfnapolarisace alipidové rafty

Ustfednim motivem, jez provazi vyvoj eukaryotické buiiky, je diversifikace membra-
novych struktur. Na potatku evoluce eukaryot stalo oddél eni mist translace proteinll a
syntézy lipidd od zbytku plasmatické membrany. Vzniklo endoplasmatické retikulum
nasledované Golgiho aparatem, kompartmentem zastavajicim enzymatické modifikace
proteinll alipidll (rev. Gurkan et al., 2007).

Vyraznou funkéni diversifikaci prodélal i povrch bunky. Typickym znakem eukaryot
je polarisace a specialisace rliznych ¢asti plasmatické membrany. U prvokl nachazime
napriklad biCiky a specalisovana Gstni Gstroji. K rozséhlym modifikacim pak doSlo
u mnohobuné&tnych organismt: nejlépe prozkoumanym pripadem bunhetné polarisace
tvorba apikalni strany bunék epitelll a od ni odvozenych axonll neurontl. U hub jsou
polarisovany vrcholové €asti hyf a podobnymi strukturami jsou téz apika né rostouci
pylové |acky akofenové viasky rostlin.

Podminkou polarisace buiky pritomnost efektivnich mechanismi pro tfidéni mem-
branovych proteinl, které probiha nejmasivngji béhem exocyticke drahy a pravé zde
mozna sehravaji Gstfedni roli lipidové rafty, coz je nejlépe dolozeno pravé na modelu
epitelovych bunék.

3.2 Apikalné polarisované buriky epitelll

Plasmaticka membréana bunék epitel U je tvoren basolateralni a apikalni &asti. Basol ate-
ralni zprostredkovava komunikaci s podplirnou laminou amezi buikami a probiha pres
ni vyména metabolitll s organismem. Naproti tomu apikalni &ast komunikuje s vngj-
&im prostiedim (pfimo &i skrze lumen entodermalnich organtl). Mafunkci absorptni a
exkreCni ajeji povrch byvatvoren aktinovymi mikroklky.

APIKALNi MEMBRANA JE OBOHACENA SFINGOLIPIDY  JiZ v 80. letech byl znam rozdil
v lipidovém sloZeni obou €asti membrany, tabulka 1 (rev. Simons & van Meer, 1988).
Elegantni metodu dokazali rozdilné sloZzeni membran van Meer & Simons (1982), kdyz
analyzovali obaly rliznych virl, jez selektivné puci bud z apikalni, nebo basolateralni
strany bunky .
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Tabulka 1: Lipidové slozeni apikalni a basolateralni membrany epite-

lovych buriek *
Slozka apikalni (mol %) basolateralni (mol %)
glykosfingolipidy 37,1+£9,3 19,44+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 Prevzato ze Simons & van Meer (1988).

SFINGOLIPIDY JE OBOHACEN POUZE VNEJS LIST MEMBRANY  Selektivni transport
(glyko)sfingolipidll do apexu bunky Ize sledovat pomoci fluorescentné znacenych li-
pidt. Asymetrickou distribuci sfingolipidll pak dokazuje Gplné vymizeni fluorescence
po zevni extrakci serum-albuminem (Simons & van Meer, 1988). Jednostranné rozlo-
Zeni glykosfingolipidt bylo potvrzeno i elektronmikroskopicky specifickou agregaci ri-
cinu (konjugovaného sferitinem) pouzenavngsi list membrany (rev. Singer & Nicolson,

1972)%,

TIGHT-JUNCTION ODDELUJI APIKALNi A BASOLATERALNi CAST  Lateralni difuse lipidQ
z apikani Casti membrany je znemoznéna tigh-junctions, které tvori neprostupnou
bariéru kolem celé apikalni ¢asti bunky, avsak pouze ve vngSim membranovém listu,
cytoplasmaticka strana ma homogenni slozeni a tvori kontinuum podé celé bunky

(Simons & van Meer, 1988).

3.3 Exocyticka draha spojena slipidovymi rafty

Vyznam lipidovych raftli pro apikalni polarisaci bunék epitelli spotiva v zajistovani
specifickéapikalni transportni drahy, najejimz potatku stoji tfidéni proteinli mezi mem-
branovymi doménami. Pfedpoklad této funkce nalezneme jiz v nejstarSich konceptech
lipidovych raft.

SPOLEENY MECHANISMUS TRIDENI LIPIDU A PROTEINU  Koncepci lipidovych raftl
prvné vyslovuji Simons & van Meer (1988) pro vysvétleni odlisSného proteinového
a lipidového slozeni apikani Casti plasmatické membrany postuluji specificky druh
exocytického vatkového transportu, jehoz zékladem by bylo samovolné klastrovani
sfingolipidd a urtitych proteinll (zefména GPI-kotvenych) do mikrodomén na Golgiho
aparatu, jez by za (IGasti hypotetickych adaptorovych a obalovych proteinii fungovaly
jako zdroj apikalné transportovanych vack{. Nasledujici objevy potvrzuji opravnénost
této hypotézy.

1Ricin se vaZe selektivné na 5-D-gal aktopyranosylova residua glykosfingolipidil.
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3.3.1 Membranové domény se zakladaji v Golgiho aparatu

Trasu apikalniho transportu zatneme sledovat v Golgiho aparéatu.

RAFTOTVORNE LIPIDY SE KONCENTRUJI V GOLGIHO APARATU  Syntéza sfingolipidl
zatina ceramidem na endoplasmatickém retikulu, ktery je nasledné v Golgiho aparatu
modifikovan na sfingomyelin a glykosfingolipidy. Obsah sfingolipidli a cholesterolu je
velmi maly v membrané ER, avak vzrlista smérem k plasmatické membrané. Mem-
brana Golgiho aparétu jiz obsahuje dostatetné procento raftotvornych lipidd pro tvorbu
puceni retrogradnich COPI vackU. Vlastni mechanismus selekce lipidli viak neni znam,
neni zigimé, zda k segregaci [, al, faze dochézi pred, anebo az béhem puceni COPI
vacku.

EXISTUJl RAFTY NA ER?  Prestoze membrana endoplasmatického retikula obsahuje
pouze minimum raftotvornych lipidd, zda se, Ze i zde existuji lipidové rafty. Recentné
objeveny transmembranovy protein erlin vykazuje velkou afinitu k DRM, ale zaroven
jeresistentni k odstranéni cholesterolu z plasmatické membrany. Tato skutenost spolu
sfluorescentni lokalisaci doklada, Zeto buderaftové vazany protein endoplasmatického
retikula (Browman, 2006). Erlin naleZi do rodiny prohibitint, jez by mohly fungovat
jako chaperony chranici proteiny pred protedzami béhem exportni drahy. Studium
lipidovych raftll ER je v pocatcich. Predpoklada se, Ze by mohly hrét roli napriklat pfi
genezi lipidovych kapének i peroxisomii (rev. Browman, 2006).

3.3.2 Tridéni nakladu pro apikalni transport

Z Golgiho aparatu mifi naklad k plasmatické membrané s moznou zastavkou v en-
dosomu. Standardnim transportérem jsou klathrinové vacky, homology COPI a COPI|
vackul (rev. Gurkan et al., 2007). Signalem pro transport klathrinovym vackem jetyrosi-
novy ¢i dileucinovy motiv nacytopl asmatické doméné transportovanéaho proteinu, ktery
je rozeznan podjednotkou adaptorového komplexu (AP). Nov&3§ studie ukazuji, ze
signalni motiv bude zahrnovat i sekundarni strukturu proteinu (rev. Delacour & Jacob,
2006; Folsch et a., 1999). Adaptorovy komplex iniciuje tvorbu klathrinového obalu a
oddéleny vacek fizen Rab GTPasami putuje po cytoskeletu k cilové membrané. Splynuti
smembranou zgjistuji proteiny SNARE (prehledné Gurkan et al., 2007).

mem. Jako vychozi bod je postul ovanainterakce proteinli slipidovymi mikrodoménami
(hlavné skrze GPI kotvu, kapitola 2.3.2), ale nov§ji se ukazuje, ze tato interakce neni
dostalujici. Napfiklad dvarlizné GPI-kotvené proteiny (placentalni alkalickafosfataza
PLAP agD1-DAF, fusni protein glykoproteinu Herpes simplex a GPl domény) mohou
mit v rliznych bunétnych typech zcela odlidnou distribuci. PLAP je vZzdy smérovana
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apikané jako soucast raftl. Naproti tomu gD1-DAF se v MDCK buikach nachazi
v apikalni casti a detergentuvzdorné raftove frakci, kdezto v FRT bunkach (linie bunék
&itné Zlazy) je lokalisovan basolateralngé a neraftové. Chovani proteini objasiuje po-
kus, kdy byly FRT bunky transformovany pouze ektodoménou téchto proteinll, bez GPI
vazebné domeény. V obou pfipadech proteiny neasociovaly s DRM, av3ak polarisace
sekrece zlistala zachovana (Pal adino, 2002). Potvrzuje se, Ze GPI kotvaje sice nezbytna
k lokalisaci do raftli (resp. DRM), aviak apikalni selekce jejako celek vysledkem vice
typl meziproteinovych interakci uvnitt Golgiho aparatu.

SIGNALEM JSOU N-GLYKANY  Vyznamnym apikalnim signdlem bude glykosylace,
ktera je charakteristicka pro mnoho apika né sekretovanych proteinll. Umélym vnese-
nim glykosylatniho mista Ize dosahnout apikalni sekrece rlistového hormonu (GH),
ktery je bézné sekretovan basolateralné Scheiffele et al. (1995). Vazbu mezi jednotli-
vymi N-glykosylovanymi proteiny by v tomto pfipadé zajiStovaly lektiny, kteréby i z&
roven tvorily kostru vznikajiciho vatku (Delacour & Jacob, 2006; Fullekrug & Simons,
2004). Lipidovérafty by pak tvorily , krystalizatni“ jadro vznikajiciho komplexu alek-
tiny by umoznily apikalni sekreci proteinli, které pfimo neinteraguji slipidovymi rafty.
Jevsak ale mozng, Zeje cela selekce apikalniho nakladu ve skutetnosti naraftech zcela
nezavisa, pripadné miize existovat nékolik paralelnich apikalnich exocytickych drah,
raftovych a neraftovych (Delacour et a., 2007).

Pro tvorbu apikalnich vacka jsou krom lektinli diileZité i dal$i proteiny, vesmés pouze
fragmentélné poznané&: o proteinu VIP17/MAL je znamo, ze je raftovy a transmem-
branovy (Cheong et al., 1999) a FAPP2 by mohl byt potencialni coatomer. Interaguje
sklicovymi regulétory vackového transportu, fosfatidylinositol-4-fosfatem a GTPasou
ARF (Vieiraet a., 2005). Zatimco pribuzny FAPP1 slouZi pfi basolaterdnim trans-
portu, FAPP2 je specificky pro transport apikani (Godi et a., 2004).

3.3.3 Cileni apikalniho vacku

Po vytvoreni v Gogiho aparatu putuje vatek po cytoskel etu ai zde nachazime specifické
proteiny pro apikani drahu: aktinovy motor myosin la, annexiny 2 a 13b a kinesin
K1FC3 (rev. Delacour & Jacob, 2006).

APIKALNI SNARE  Putovani vacku je na zavér ukonceno jeho splynutim s apikalni
membranou prostfednictvim specifického SNARE komplexu. KliCové jsou syntaxiny
(syx, podjednotky t-SNARE). V epitelovych bunkach nalézame dvatypy: basolateralni
syntaxin 4 a apikani syntaxin 3. Je otéazkou, jakym mechanismem je syx3 smérovan
do apikalni membrany, nebot je cely lokalisovan na cytoplasmatické strané membrany
a napfiklad interakce s lektiny lumenu GA nepfichazi v (vahu. Syntaxin 3 |ze sice
v malém mnoZzstvi izolovat v DRM frakci (C-terminalni transmembranova doména),
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ale asociace s rafty neni klicova pro jeho apikalni distribuci (Sharmaet a., 2006).
Naopak experimenty s chimerickymi proteiny syx3/syx4 prokéazaly, ze pro apikani
lokalisaci syx3 je nezbytnajeho cytoplasmaticka N-terminalni doména (konkrétné sek-
vence Phes;-Met3o-Aspss-Glusy), ktera vsak neni s to zménit basolateralni distribuci
syntaxinu 4 (ter Beest et al., 2005; Sharmaet a., 2006).

HETEROGENNI DISTRIBUCE SYNTAXINU A POLARISACE Pozoruhodné vysledky zis-
kal Low et al. (2006) pfi studiu MDCK bunék ve stadiu pred ustanovenim polarity.
Zjigtili, Ze oba typy syntaxinli tvori zcela oddélené klastry homogenni velikosti 200
nm, pfic¢emz po aplikaci mikrotubulérniho inhibitoru nocodazolu se rozpadla struktura
klastrll syntaxinu 3, avsak destrukce aktinového cytoskeletu latrunkulinem plisobila
vylucné na syntaxin 4. Experiment ukazuje, Ze plasmaticka membrana je polarisovana
jiz naultrastrukturalni Grovni. Odstranéni chol esterolu methyl-3-cyklodextrinem vedlo
k rozpadu klastrll syntaxinu 3, nikoliv v&ak syx4, coZ poukazuje zpétné naroli raftové
asociace.

Jak je zigimé, apikani exocyticky mechanismus skryva i po dvaceti letech mnoho
nevyfesenych otazek. Cetné dilkazy poukazuji na vyznamnou Glohu lipidovych raftd,
stale v&ak neni zodpovézeno, zda jsou rafty pevné plujicim zakladem, na ngz jsou
navazany dalSi nadstavbové mechanismy, €i zda rafty vznikaji pouze jako sekundarni
produkt jinych interakci.

3.4 Endocytosa vazana narafty

Podobné jako je apikani exocyticka dréha alternativou ke standartni klathrinové, i
v pripadé endocytosy funguje dréha nezavisla na klathrinu.

KaveoLy  Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, kaveoly jsou invaginace plasmatické mem-
brany tvofené proteinem kaveolinem 1, jenz je na cytosolické strané membrany asoci-
ovan s raftovymi doménami prostfednictvim hydrofobni 30 aminokyselinové smycky
a C-terminélni palmitoylace (rev. Parton & Richards, 2003).

PORTAL PRO PATOGENY  Kaveoly hraji viyznamnou Glohu pfi internalisaci toxinl, virl
Ci bakterialnich patogentl. Napriklad pentamerni choleratoxin se pevné vaze na mem-
branové glykosfingolipidy (GM1), se kterymi se dostava do kaveol a je endocytovan.
Dale putuje pfes endosom (v tomto pfipadé oznaCovany jako kaveosom) a Golgiho
aparat do endoplasmatického retikula, kde se po chemické pfeméné uvolni vlastni
patogenni podjednotka CTA, jez pres translokon vstupuje do cytoplasmy a zde naru-
Suje signalni drahu cAMP. V kaveolach byly taktéz nalezeny GPl-kotvené proteiny,
ale vzdy v zavidlosti na jgjich klastrovani ligandy Ci protilatkami. Zminény komplex
GM 1 scholeratoxinem se naproti tomu nevyskytuje v klathrinovych dolicich (Nichals,
2003).
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HYPOTEZY FUNKCE KAVEOL Parton & Richards (2003) predpokadaji jako hlavni
funkci kaveol stabilisovat raftové proteiny a chranit je pred internalisaci. Endocyticka
aktivita kaveol totiz nastéva az po fosforylaci kindzami (Lajoie, 2007). Kaveoly jsou
taktéz vychozim bodem tvorby T-tubul&i ve sval ovych buiikach (rev. Simons & Toomre,
2000).

DALSI RAFTOVE ENDOCYTOTICKE DRAHY  Kromé kaveol existuji dal$i endocytické
mechanismy zavislé naraftech adynaminu, jez jsou predmétem recentnich studii (rev.
Rajendran & Simons, 2005).

3.5 Rafty jako signalni platforma

Na zakladé analyz detergentuvzdorné frakce se predpoklada, e lipidové rafty sehravaji
vyznamnou roli v signalisaci. Ras GTPasy jsou kotveny v membrané lipidovou kotvou.
Zatimco GTPasy typu K-Ras disponuji pouze prenylovou kotvou, H-Ras jsou navic
i pamitoylované a tato modifikace je pfedurcuje k asociaci s lipidovymi rafty. Jejich
signalni funkci tudiz vyrazné ovliviuje odstranéni cholesterolu z membrany. Dualné
acylované G proteiny taktéz preferuji raftové domény, stejné tak jako fada kinaz a
receptordl.

MECHANISMUS  Lokalisace signalnich komponent v diskrétnich doménéach vyrazné
zvy3uje jgich efektivni hustotu a usnadiuje vzgemnou interakci. DalSi mechanismus
je spatfovan ve shlukovani malych raftll do velkych signalnich domén. Ke shlukovani
raft dochazi napriklad pri vazbé protilatek a umoziuje interakci a naslednou aktivaci
signalnich proteinli, které se za klidovych podminek vyskytuji v odd&enych raftech.
Prozkoumana je napr. signalisace IgE receptoru béhem alergické reakce Ci signalisace
T-bunék pfi presentaci antigenu (rev. Brown, 2006; Simons & Toomre, 2000).

3.6 Putenivirl

Na zavér struéného vyctu funkci lipidovych raftll nelze opominout puceni virll, které
probiha Casto pravé pres tyto domény. Lipidovy oba viru HIV pfesné odpovida pred-
pokladanému sloZeni raftovych domén. Objev je vyznamny nejen pro fyziologii virll (s
moznymi terapeutickymi aplikacemi, inhibice syntézy sfingolipidd snizuje infekénost
viru), ale stava se i nezavislym dokladem existence lipidovych raftll (Brugger et al.,
2006).
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4 Lipidoverafty urostlin

Prvni izolaci rostlinnych lipidovych raftli ve formé detergentuvzdorné frakce (DRM)
provedia Peskan et a. (2000) nasledovanafadou proteomickych studii, které v soucas-
nosti poskytuji velmi uceleny obraz proteinového slozeni DRM (tabulka 2). Vyznam
raftové asociace pro funkci jednotlivych proteinti vak byl studovan zatim jen fidce.

Prvni ¢ast kapitoly tvori struény popis metodickych pFistupll pouzivanych pfi izolaci
detergentuvzdorné frakce membrany, pak nasleduje souhr informaci o raftové vazanych
proteinech, jimz bych chtél nastinit vyznam lipidovych raftd pro funkci rostlinné buiky.

Studie model metodika

Peskan et al. (2000) Nicotiana tabacum, listy ~ elektronova mikroskopie DRM,
detekce GPI a G proteinil

Borner et a. (2003) Arabidopsisth., kalus rozsahlaanalyza GPI proteinl

Mongrand et al. (2004)  Nicot. tab., listy, BY-2 izolace a diikladna charakterisace
DRM

Shahollari et al. (2004)  Ar. th., Snapis alba receptorové kinazy v DRM

Borner et al. (2005) Arabidopsisth., kalus proteomika DRM

Morel et al. (2006) Nicotiana tabacum, BY-2  komplexni proteomika DRM

Lefebvre et al. (2007) Medicago trunc., kofreny ~ kompletni analyza DRM

s

4.1 Metody vyzkumu lipidovych raftll v rostlinné risi

4.1.1 |zolacefrakce nerozpustnév detergentu

Ve v&ech studiich byly komponenty lipidovych raftll izolovany jako frakce membrany
nerozpustné v 1% Tritonu X-100 pii 4°C, v podobgé jakou zavedla Brown & Rose
(1992), kapitola 2.3.2.

PRIPRAVA MIKROSOMU  Vychozi materia (fadové 100 g) byva homogenizovan drce-
nim ¢i mixovanim. Pfi 10-20 000 g (15-30 min) jsou odcentrifugovany tézké bunécné
komponenty a¢istamembranovafrakce (mikrosomy) je ziskananaslednou centrifugaci
pri 30—-100 000 g (1-2 h). VeSkeré operace jsou provadeény pri 4°C.

PURIFIKACE PLASMATICKE MEMBRANY  Frakce plasmatické membrany se oddéli od
endomembranovych kompartmentll vodnym dvoufazovym systémem polyethylengly-
kol—dextran T-500 (oboji 6,1-6,6%). Vacky odvozené z plasmatické membrany se
Ziskaji ultracentrifugaci horni PEG fazi (100 000 g, 35-60 min).

IzoLACEDRM  Zakladnim krokem byvaextrakcev 1% Tritonu X-100 pfi 4°C po dobu
30 minut. Obsah proteindi i mnozstvi DRM frakce klesala s nadbytkem TX-100, pfi

vy&Sim podilu Tritonu vSak roste obohaceni DRM o sfingolipidy asteroly v neprospéch
fosfolipidli. Mongrand et al. (2004) uvadi jako optimalni podil TX-100 a proteind 15,
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Medicago truncatula roots

Grinding
ultracentrifugations
Microsomal pellet
Phase partition l 1L Ultr.exstrlfctu}'al analysis
L A\ - Chemical fixation
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Plasma Membrane | .-

+ 1%Triton X100

<

N % 11 Lipid characterization
i and quantification

30 min at 4°C
I. Lipid and protein ?;T&‘E&i’.“i’iﬁﬁ‘ Obrézek 6: Postup izolace a
A . 1V. Protein identification analyzy membranove frakce

Fractions .

S LR nerozpustné v  detergentu.

Homogenizace materidu, pri-
{ Protein prava mikrosomll  (kompletni
4 membranovy systém), oddgeni
Cisté frakce plasmatické mem-
brany, izolace nerozpustné DRM
(=DIM) frakce centrifugaci nasa-
charosovém gradientu, analyza.
Prevzato z Lefebvre et a. (2007).

SDS-PAGE

| TX100-soluble
proteins

VE&tSi mnozstvi TX-100 (dajné zplisobuje pouze ztrétu proteinli bez vyrazného vlivu
nalipidové sloZeni. Laloi et al. (2007) pouziva pomér 8, Borner et a. (2005) pouze 5.

Naslednym krokem je ultracentrifugace na sacharosovém gradientu — ke vzorku po ex-
trakci sepfidasacharosanavys ednou koncentraci 48-52 %, prenese se do centrifugacni
zkumavky a poté prevrstvi sacharosovym gradientem od 45 do 5 %. Membranova
frakce nerozpustna v detergentu se shromazduje na hranici 35/30 % (1,14 g.cm—3;
Mongrand et al. (2004)), ostatni proteiny rozpustné v Tritonu zlstavaji u dna (100-
250 000 g, 10-20 h).

Zajimavy alternativni postup izolace nizkohustotni membranové frakce vyuzivajici
sonikaci membrany (viz oddil 4.2.3) nasledovanou ultracentrifugaci na sacharosovém
gradientu pouziva skupina v Jené (Peskan et a., 2000; Shahollari et al., 2004).

4.1.2 1zolace GPI-kotvenych proteint

Pri izolaci GPI-kotvenych proteinli se vyuZivajejich rozpustnosti v Tritonu X-114. Pu-
rifikovana frakce membranovych mikrosomti se resuspenduje v 2% Tritonu X-114 pfi
37°C, hydrofobni GPI proteiny se separuji v detergentové fazi. Aplikaci Pi-PLC, fosfo-
lipazy specificky odstépujici GPI kotvu, je mozné prevéest GPI proteiny do vodné faze
a po rozdéleni na dvourozmérné elektroforéze identifikovat hmotnostni spektroskopii
(Borner et a., 2003; Elortza et a., 2003).
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4.1.3 Proteomicka anylyza proteinti DRM

Uskali proteomické analyzy detergentuvzdornych membran spotiva v malé rozpust-
nosti jejich proteinll v elektroforetickych pufrech, zvlagté v pripadé dvourozmérné
elektroforézy. Obsah integralnich proteinil byvapri proteomické analyze PM zpravidla
podhodnocen (Marmagne et al., 2004). Optimalizované slozeni pufrli s vySSi koncent-
raci chaotropnich latek apritomnosti neionickych (V-oktylglukosid) i ionickych (SDS)
detergentti uvadi Morel et a. (2006).

Kromé proteinového slozeni byl analyzovan taktéZ obsah lipidd pomoci HP-TLC.

4.2 Obecnévlastnosti membranovych mikrodomeén u rostlin
421 Lipidovéslozeni

Lipidové slozeni rostlinnych membran se v detailech odliSuje od opistokontnich orga-
nism.

DIVERSITA STEROLU  Zivogigné buiiky obsahuji cholesterol, u hub nalezneme er-
gosterol, avéak u rostlin nachazime celou paletu sterolll: sitosterol (60%), choleste-
rol (20%), 24-methylcholesterol (10%) a stigmasterol (Laoi et a., 2007). Rostlinnou
specialitou jsou taktéz sterylglykosidy, predpokladané primery pro syntézu celulosy
(Lefebvre et al., 2007). Béhem extrakce DRM nebyly zaznamenany proporcni zmeény
v zastoupeni jednotlivych sterolli (Lefebvre et al., 2007).

Jednotlivée steroly se miizou lidit v efektu na uspradavani membranovych mikrodomén,
napriklad ergosterol silngji indukuje tvorbu domén diky planarngSimu usporadani po-
lycyklu (Xu et a., 2001). Modelové membrany obsahujici rostlinné steroly vykazuji
mensi sensitivitu k teplotnimu Soku, nebot jgjich fazové prechody jsou méné teplotné
zavidé (Beck et d., 2007).

SFINGOLIPIDY | v pripadé sfingolipidli nalezneme rostlinna specifika: inositolfos-
forylceramidy a glukosylceramidy (Laloi et a., 2007). Podrobnou analyzu proved
Markham et al. (2006).

FLAvONOIDY  Nejrecentngsi studie predpokladaji, Ze mocnym modul atorem membréa-
nové fluidity u rostlin by mohly byt flavonoidy, znamé jako antioxidanty a vyznamné
metabolické regulatory. V zavislosti na poctu -OH skupin by se mohly bud interkal ovat
do lipidové dvojvrstvy podobnéjako cholesterol, nebo vazat nahydrofilni hlavicemem-
branovych lipidl atak zesilovat ¢i oslabovat formaci mikrodomén (Tarahovsky et al.,
2008).
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4.2.2 Vysledky proteomickych studii

Velmi podrobny proteomicky rozbor detergentuvzdorné frakce bunék linie BY -2 pro-
vedl Morel et a. (2006). Celkem izoloval aidentifikoval 145 proteind. Lefebvreet al.
(2007) studoval obdobné kofeny bobovité rostliny Medicago truncatula a identifiko-
val 270 proteinll. Vysledky |ze porovnat s obecnym slozenim plasmatické membrany
(Alexandersson et a., 2004; Marmagne et al., 2004). Provedené studie poskytuji pro-
zatim spi%e kvalitativni obraz proteinového slozZeni. Podrobna kvantitativni analyza
obohaceni jednotlivych proteinll v DRM nebyla provadéna. Lefebvre et al. (2007) ori-
entatné uvadi, ze v DRM frakci se nachazi 12% z celkového obsahu membranovych
proteintl. Western-blotem zjistili konkrétné u PM H*-ATPasy obohaceni 7x vUti roz-
pustné frakci plasmatické membrany. Stale vSak je nutné mit na paméti, Zze slozeni
DRM nemusi byt zcela identické s hypotetickymi membranovymi rafty (rev. Munro,
2003).

Obrézek 7: Elektronmikrosko-
pické snimky membréanovych
vackt po mrazovéem leptani. A)
vychozi plasmaticka membrana
B) DRM po extrakci TX-100 C)
lehka frakce membrany po so-
nikaci a centrifugaci D) zména
zastoupeni proteinll (PM — vy-
chozi plasm. membr., TX —po ex-
trakci TX-100, stejné zastoupeni
proteindi bylo udajné i v soni-
kovanych vzorcich). Sipky uka-
zuji agregéty proteindi (vy&i ob-
sah v obou izolatech VUi PM).
Zieimy rozdil velikosti vatkil pri
odlisnych extrakénich metodéach.
Prevzato z Peskan et al. (2000).

4.2.3 Charakteristikaizolovanych DRM

VELIKOST A STRUKTURA DRM 1zOLATU  Peskan et al. (2000) porovnavala strukturu
detergentem nerozpustnych membranovych izolatli z tabakovych listll, ziskanych po-
moci Tritonu X-100, se strukturou produktu, ktery ziskala po rozruSeni plasmatické
membrany sonikaci (7x 10 s, 20 W). Po ultracentrifugaci produktu sonikace na sa-
charosovém gradientu se plasmaticka membrana rozdélila na dve frakce, té€zsi alehci.
L ehci frakce se velmi podobalatritonovym DRM — abaizolaty mély shodnou hustotu.

Ve srovnani s vychozi plasmatickou membréanou byly obohaceny o 40-50 nm velké
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klastry membranovych proteinli (zjisténo el ektronmikroskopicky po mrazovém leptani)
a (idajné se podobaly i obsahem proteinti (dle SDS-PAGE, bez identifikace). V obou
pripadech popisujeizoléaty jako vesikularni struktury, rozdilnavsak bylajejich velikost:
50-100 nm po sonikaci, avsak 100-400-(-1 300) nm v DRM po extrakci Tritonem
(obrézek 7). Je diskutabilni, zda se da z velikosti takto izolovanych membranovych
mikrodomeén usuzovat velikost raftli in vivo.

Ponékud odlisnou morfologii tritonovych DRM popisuje Mongrand et al. (2004) naza-
kladé transmisni elektronové mikroskopie. Zatimco vychozi plasmaticka membrana
tvori po purifikaci kolekci vackd, DRM magji charakter Uzkych prouzkli, max. 100 nm
Sirokych a dlouhych az nékolik pm, které tvofi stuzkovitou sit (obrézek 8; nahore).
Vzorky fixoval glutaraldehydem.

Obrézek 8: Struktura DRM Zis-
kanapomaoci transmisniho elek-
tronového mikroskopu. Nahore
— fixace glutaraldehydem: A) vy-
chozi plasmaticka membrana —
vacky B) DRM po extrakci TX-
-100 — lamely. Sipky ukazuji
mista adheze jednotlivych la
mel. Pfevzato z Mongrand et al.
(2004).

Dole — kryofixace C) vychozi
plasmaticka membrana D) DRM
po extrakci TX-100. Prevzato
z Lefebvreet al. (2007).

Morfologii DRM zkoumal pomoci transmisni el ektronové mikroskopiei Lefebvre et al.
(2007) na korenech tolice Medicago truncatula. Srovnava dva zplisoby pripravy
vzorku — chemickou fixaci pomoci glutaraldehydu a vysokotlakou kryofixaci. Vy-
chozi plasmaticka membrana se opét jevilajako kolekce vagka, které mély dokonal g3
kulovity tvar v preparatech pripravenych kryofixaci. Jesté vyrazngjsi rozdil obdrzel
u preparatll DRM, kdy chemicka fixace zplisobovala rozpad a segregaci proteinovych
shlukd, kdezto kryofixovanévzorky obsahovaly kompaktni membranovélistky svétsim
zastoupenim sférickych Gtvarll, Casto cibulovité vrstvenych, tvarové bliZSich pozoro-
vani, které provedla Peskan et al. (2000). Kryofixace se zda byt Setrngs metodou

pripravy preparétt (obrazek 8; dole).

4.3 Funkcelipidovych raftti u rostlin

Po metodické aobecné Easti nyni nasleduje struény néastin procestl, ve kterych by mohly
byt lipidové rafty u rostlin zainteresovany. Vybér témat vychazi z proteomickych studii
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detergentuvzdornych membran, snazi se pribliZit funkci nejvyznamngjSich proteind,
které byly identifikovany v DRM. Praci zabyvajicich se explicitné jegjich funkci v sou-
vidosti slipidovymi rafty zatim neni mnoho.

4.3.1 Lipidovérafty a polarisovany transport

K oncepce lipidovych raftll vytvofena u Zivodichll predpoklada jejich klicovou roli pro
polarisaci bunky. Nabizi se otézka, zdalzei u rostlin najit obdobu raftového polarniho
transportu. Laloi et a. (2007) izolovali DRM frakci i z Golgiho aparétu aj€ji lipidové
slozeni odpovidalo DRM z plasmatické membrany. Pokud Castecné inhibovali syntézu
steroltl, hromadily se DRM tvorené sterolovymi prekurzory v Golgiho aparatu, coz
nasvédCuije, Zei u rostlin budou rafty fungovat v priibéhu exocytosy.

Podobnéjako Zivocisné bunky, jsoui rostlinnévyrazné polarisovany. Zatimco Zivocisny
organismus se zaklada pfevazné dvourozmeérné (listy ektodermu a entodermu) avelky
morfogenni vyznam maji migrace riiznych populaci bungk, vyvin rostlin se od em-
bryonalni faze odehrava ve tfech rozmérech, pficemz bunky zaujimaji statickou pozici.
Napriklad mnoZstvi rostlinnych SNARE proteinti nasvédtuje, Ze polarisace rostlinnych

APIKALNI, BASALNI, LATERALNI... Polarisace rozdéluje membranu rostlinné bunky
minimalné na tfi ¢asti: napfiklad u kofenového protofloemu Ize rozliSit apikalni ¢ast
bunky vyzna€ujici se auxinovou permeasou AUX1 (Swarup et al., 2001), basalni dle
lokalisace auxinového vynasecé PIN1 (Gaweiler et a., 1998) a later&lni vyznatujici
se pritomnosti proteinu COBRA (Schindelman et al., 2001). V rliznych pletivech se
v&ak funkce jednotlivych membranovych domeén i (napf. v souvislosti s tokem au-
xinu, Pame & Gaweiler (rev. 1999)). Specianim pripadem pak jsou apikalné rostouci
struktury — kofenovy viasek a pylovalacka (rev. Hepler et a., 2001).

LIPIDOVE RAFTY A ROP  Polarisace bunky je vysledkem dynamické rovnovahy mezi
exo- a endocytosou. Malé rostlinné GTPasy ROP, ¢lenky Rho rodiny GTPas, jsou
lokalisované na plasmatické membrané a vymezuji mista polarisované exocytosy (rev.
Yang & Fu, 2007). Aktivovana ROP GTPasa slouzi jako zaklad pro tvorbu komplexu
exocystu (Lavy et al., 2007; Halaet al., 2008), ktery zgjituje zachyceni vacku pobliz
membrany. Potom nasleduje splynuti vatku s membranou asistované SNARE proteiny.
Nezodpovézena viak stale zlistava otazka, jakym mechanismem je Fizena distribuce
ROP GTPas. Recentni vysledky ukazuji, Ze i zde by mohly hrét roli lipidové rafty.
GTPasa ROP6 je v membrané ukotvena prenylaci, avsak v aktivnim stavu pfi navazani
GTPjenavic S-acetylovanapalmitoylaci. Sorek et al. (2007) recentné dokazal, ze akti-
vace provazena S-acetylaci vede k pfesunu molekuly z neraftové do detergentuvzdorné
frakce membrany. Vyznam S-acetylace byl dfive objeven i u zivoCisnych Ras GT-
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Pas. V rostlinném vyzkumu je velmi perspektivni kapitolou (rev. Hemsley & Grierson,
2008).

SNARE PROTEINY  Ridi konegny krok splyvani transportniho vagku s cilovymi mem-
branami. Nalezneme je od endoplasmatického retikula az po plasmatickou membranu.
Rust pottu SNARE proteinti koreluje s mnohobunétnosti a tim padem diversifikaci
bunéénych typll (Sanderfoot, 2007). Nejvétsi diversitu nalézame u rostlin (54 proteinli
u Arabidopsis, Uemuraet a. (2004), Pratelli et al. (rev. 2004)).

S rostlinnou plasmatickou membranou Arabidopsis thaliana je spojeno 18 t- a v-
-SNARE. Proteomické analyzy celé plasmatické membrany dokladaji pfitomnost SYP
71, 121, 122 a 123, a-SNAPR, NPSN 13 a VAMP 722 (Alexandersson et al., 2004;
Marmagne et a., 2004), kdeZto analyzy zamefené nadetergentuvzdornou frakci uvadgi
SYP 71, 121 a 131, NPSN 12, o-SNAP aNSF-1 (Morel et al., 2006; Mongrand et al.,
2004). Podrobnégjsi studie funkci potencialnich raftovych SNARE (odoba Zivocisneho
syx3, kap. 3.3.3) v&ak zatim nebyly provadény, |okalisace pomoci GFP byla zjiStovana
pouze v protoplastech (Uemuraet al., 2004).

KLASTRY SNARE A KAT 1 Dradlikovy kandl KAT 1 se na plasmatické membrané
vyskytuje v imobilnich klastrech, pro jejichz tvorbu je nezbytny SYP 121, soucast
komplexu t-SNARE (Sutter et al., 2006). Tento objev doklada vyznam riiznych typl
SNARE pro polarisovany transport, avsak souvislost srafty neni jasna, nebot napriklad
exocytosa membranové PMA2 H-ATPasy, jeZ se prokazatelné vyskytuje v detergen-
tuvzdorné membranové fazi (Morel et a., 2006), neni ovlivnéna cilenym poskozenim
SYP 121. Interpretaci vysledkd ztéZuje riziko potencialnich artefaktll plynoucich z ove-
rexpresetransgenniho KAT 1, ktery se pod pfirozenym promotorem vyskytujetak Fidce,
Ze neni mozna pfima GFP visualisace Ci jeho detekce v DRM (Sutter et a., 2006).

4.3.2 Rafty atransport auxinu

Transport auxinu pres plasmatickou membranu zajistuji jak pasivni prenaSeCe (AUX1,
PIN), tak i aktivni (PGP) vyuzivajici energii hydrolyzy ATP. PGP patfi do skupiny ABC
transportértl (ATP-binding-cassette) a prokazatelné se vyskytuji v detergentuvzdorné
raftovéfrakci membrany (Borner et al., 2005). Vysledky experimentli poukazuji nasku-
teCnost, Ze PGP transportéry tvori raftové vazané komplexy s prenasei PIN a spoletné
umoznuji velmi precisni regulaci auxinového toku (rev. Bandyopadhyay et al., 2007).

Dal&im zgjimavym tématem je polarisovany vackovy transport PIN proteinll. Ukazuje
se, ze apikalni a basalni transport zgjistuji nezavislé drahy. Basalni transport je citlivy
k brefeldinu A a je fizen proteinem GNOM (ktery funguje jako GEF, guanine ex-
change faktor, janz aktivuje ARF protein, iniciator puceni transportniho vacku), kdezto
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apikani protein neni ovniviiovan brefeldinem ani mutaci gnom (Kleine-Vehn et al.,
2008). V existenci vice transportnich drah miizeme spatfovat paralelu s exocytosou u
epitelovych bunék, avsak souvislost s rafty v tomto pFipadé nebyla zatim studovana.

4.3.3 Intrakceraftll scytoskeletem

ANNEXINY  Annexiny tvori rodinu proteindi, které mohou pfimo interagovat s fosfoli-
pidy, steroly Ci fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem cytosolického listu plasmatické mem-
brany prostiednictvim vazby iontu Ca2t. Annexiny souasné vazi aktinova filamenta
a zprostredkovavaji tak velmi dynamickou interakci mezi membranou a cytoskeletem,
regulovatelnou hladinou Ca2t. Predpoklada se, ze by annexiny mohly podporovat
klastrovani malych lipidovych raftll ve velké signani platformy, budouci studie jisté
pfinesou mnoho cennych informaci (rev. Konopka-Postupol ska, 2007)

REMORIN  Remorin (33 kDa) je jednim z nejabundantnéjSich proteinti detergen-
tuvzdorné membranové frakce a pouziva se jako marker DRM (Laoi et a., 2007).
Jeho funkce v&ak takfka nezname. Exprimuje se v diferencujicich se pletivech aje lo-
kalisovan ostrlivkovité v plasmatické membrang. Je schopen tvofit oligomerni viakna,
coz nasvédCuje, Ze by mohl fungovat jako raftovy skeletani systém (Bariolaet d.,
2004). Remoriny tvori rodinu specifickou pro suchozemské rostliny (Raffaeleet a.,
2007), jgjiz vyzkum ziejmé prinese mnoho zajimavych poznatk.

4.3.4 GPIl-kotvené proteiny a spréava bunécné stény

Asociace GPI-kotvenych proteinll s lipidovymi rafty patfi k nejdéle znamym vlast-
nostem Zivo&idnych rafthl a tudiZ si zaslouZi vétsi pozornost i u rostlin. Z lokalisace
GPI-kotvenych proteinll na vngsi strané plasmatické membrany vyplyva, ze jejich
z&kladni funkce bude spotivat v komunikaci s buné€nou sténou a mohou téz zpro-
stfedkovavat obranu pred patogeny. Nejpocetngji jsou zastoupeny arabinogal aktanovée
proteiny, lipidové transferasy, 3-1,3-glukanasy, fytocyaniny, COBRA artizné proteasy.
Diky rozsahlym genomickym studiim zname v soutasné dobé u Arabidopsis 248 genli
potencialnich GPI-kotvenych proteinti (Gili 0,8% z celkem 25,5tis. gentl, Borner (2002),
Borner et a. (2003)). Eisenhaber (2003) identifikovala modifikovanym algoritmem u
Arabidopsis 187 proteinll a 202 u ryze.?

Borner et al. (2003) proved! nasledng komplexni analyzu GPI proteinll z kalusoveé kul-
tury Arabidopsisthaliana. Extrakci TX-114 (kapitola4.1.2) izoloval aidentifikoval 30
GPI-kotvenych proteindl. Elortza et al. (2003) izoloval obdobnou metodou ze stejného
materialu 44 proteinll. GPI proteiny Ize ziskat i z detergentuvzdorné frakce po extrakci

20n-line néstroj na predikci GPI na adrese
http://mendel .imp.univie.ac.at/gpi/plants/gpi _plants.html
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TX-100, aviak ve vyrazné mensi diversité (jak u rostlin, tak ZivoCichli maximané 6
proteinli (Elortzaet al., 2003; Morel et al., 2006; Lefebvre et al., 2007)).

COBRA REGULUJE UKLADANI CELULOSY  Kli¢ova role proteinu COBRA je zigima
z fenotypu jeho mutantti — nej sou schopny el ongaéniho rlistu avyraznétloustnou, prede-
v8im v kofenoveé Casti (Schindelman et al., 2001). COBRA se exprimuje ve viech elon-
gujicich se Castech rostliny a naopak neni detekovatelna v meristémech (Roudier et al.,
2005). Nejzajimavéjsi jevaak jgi subcelularni lokalisace, COBRA sevyskytujeklastro-
vaneé v pasech vyhradné na lateralni strané bunky, jejichz orientace sleduje kortikalni
mikrotubuly (b&Zici kolmo k podéné ose bunky). COBRA pfimo fidi ukladani ce-
[ulosnich mikrofibril a zgjistuje jejich tranverzalni orientaci nezbytnou pro dlouzivy
riist. Krom GPI-kotvené membranové formy se COBRA vyskytuje i volné ve sténé
po odsté&peni neznamou fosfoinositolovou lipazou (Roudier et al., 2005).

Podrobny mechanismus interakce mikrotubulti a mikrofibril prostfednictvim proteinu
COBRA neni objasnén (rev. Wasteneys & Fujita, 2006). Roudier et a. (2005) pred-
poklada, Ze by COBRA regulovala délku vznikajici mikrofibrily. Mimo GPI kotvy a
N-glykosylované domény obsahuje COBRA i vazebné misto s afinitou k celulose a
doménu schopnou poutat kovovy iont, jez miize mit redoxni funkci (Roudier et al.,
2002, 2005).

Zastupci proteinové rodiny COBRA-like jsou specificti pro rostliny anemaji homology
u jinych eukaryot (Roudier et al., 2002). Protein COBL4 slouzi k predisposici druhot-
ného tloustnuti bunééné stény. Exprimuje se u semenackdl v prvnim a druhém tydnu
a jeho mutace Brittle stalk2 se projevuje nahlym zkiehnutim prytu semenacki ve 4.
tydnu, zplisobeném defektem bunétné stény, ktery je kompenzovan nadmérnou ligni-
fikaci (Sindhu et al., 2007). Protein COBL9 byl identifikovan jako jeden z Sesti gendi
esencialnich pro vrcholovy rlist kofenovych viaskll (Joneset al., 2006). Komplexni
prehled lokalisace proteinll COBL u Arabidopsis, ryZe a kukufice podava Brady et al.
(2007). Defekty bunétné stény vyvolané cob mutacemi vedou k aktivaci ethylénovych
ajasmonatovych signalnich drah obdobné jako pfi biotickém stresu (Ko et ., 2006).
SKUS5 A PRIBUZNE PROTEINY  Devatenacticlenna rodina obsahuje proteiny pribuzné
obecné rozsifenym * multicopper’ oxidazam, jez plni funkci redoxnich regulatori v bu-
nécneé sténé. Oxiduji askorbét, jsou klicove pri lignifikaci, ve vyvojovych i obrannych
procesech (Jacobs & Roe, 2005). GPI kotva je pfitomna pouze u SKS1, SKS2 a SKU5
(Borner et a., 2003). Typickym fenotypem mutanta sku5 je nadmérné zkrucovani ko-
fend pfi rlstu na tuhém sklonéném agaru. Zkrucovani je souctem gravitropické ohy-
bove reakce s rotaci kofenové 3picky pfi snaze penetrovat médium, na bunécné Grovni
se projevuje ohybanim pfedevsim epidermal nich bunek proti sméru sméru hodinovych
rucicek. Protein SKU5 se vyskytuje pfedevSim v elongacni zoné ato jak vazany k mem-
brang, tak i volné ve sténé a nebyla u n§ pozorovana zadna polarisace ani klastrovani.
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Mechanismus jeho plisobeni neni zatim znam, spekuluje se, Ze by mohl rozvolifiovat
stfedni lamelu a umoznovat tak vzaemné klouzéni bunék pfi ohybani a zkrucovani
(Sedbrook et a., 2002). Nedavna studie odhalila, ze protein SKU5 je schopen vazat
ABPL (auxin-binding protein) atak byt pfimo regulovan auxinem (Shimomura, 2006),
mohl by tedy slouzit jako modifikator bunécné stény pri elongaci stimul ované auxinem.
(3-1,3-GLUKANAZY  Padesat Clenll této rodiny se vyznatuje schopnosti Stépit 5-1,3-
-glykosidickou vazbu, jez se uplatiuje v metabolismu kalosy, ale i pfi obrané proti
houbam (degraduiji jejich bunécné stény). V ramci rodiny Ize vymezit skupiny fungujici
vyhradné pfi mikrosporogenezi a pri riistu pylové l1acky. GPI kotva je predikovana
priblizné u poloviny proteintl, jeZ se predpokladaji jako ancestralni anebyvaji vyrazngji
tkanove specifické (Doxey et a., 2007).

ARABINOGALAKTANOVE PROTEINY  Velika a diversifikovana rodina GPI-kotvenych
proteindl vyznatujicich se pritomnosti silng glykosylovanych hydroxyprolinovych do-
mén (Schultz et al., 2002, 2000; Gaspar et al., 2001). Sacharidova slozka miize tvorit
pres 90% hmotnosti proteinu. Presné funkce konkrétnich proteindi jsou prakticky ne-
zname, opét vak budou souviset s bunétnou sténou, vyvojovymi procesy asignalisaci.
Podrobngji byl napfiklad charakterisovan AGP18 (Yang & Showalter, 2007).
Fascicliny tvori podrodinu arabinogal aktanovych proteinll hojné zastoupenou u vdech
eukaryot. U ZivoGichll zastavaji adhezni funkci a obdobny (¢el se predpoklada i u
rostlin (Johnson et al., 2003; Faik et al., 2006). AtFLA4, jehoZz mutace sos5 se projevuje
tloustnutim kofene pfi solném stresu, je dlileZity pro funkcnost stfedni laminy (Shi et dl.,
2003). Naproti tomu FLA11 reguluje tvorbu sekundarni bunécné stény (pfi vyvoji
sklerenchymu Arabidopsis (Ito et al., 2005) ¢i xylemu zinnie (Dahiya et al., 2006)).
OSTATNi  Z dal&ich GPI-kotvenych proteinli jmenujme jen strucné protedzy (remode-
lace stény), lipid-transferové proteiny (vazbalipidll ajejich prenos hydrofilni bunétnou
sténou; podileji se na ukladani kutinu, ale i na obrannych reakcich a adhezi pylu) a
receptor-like proteiny (nesou doménu homologni s receptor-like kinazami, ale postra-
daji transmembranovou doménu; funguiji pfi oxidacnim stresu a obrannych reakcich)
(rev. Borner, 2002).

435 Membranovy transport vazany nar afty

AQUAPORINY A HT-ATPasy Membranové transportéry patfi k nejhojngsim pro-
teinlim detergentuvzdorné frakce. Plasmalemové protonové PMA HT-ATPasy jsou
v DRM 7x obohaceny ve srovnani s priimérem plasmatické membrany (Lefebvre et al.,
2007). DRM hosti taktéz 14-3-3 protein, Gstfedni regulator H-ATPas. Z pritomnosti
aguaporind |ze usuzovat na vyznam lipidovych raftll pfi transportu vody do bupky.

HEXOSoOvY TRANSPORTER  Nehomogenni distribuce je velmi dobfe prozkoumana u
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proton-hexosového symportéru HUPL z kokalni Fasy Parachlorella kessleri (Trebou-
xiophyceae), ktery slouZi k pfijmu sacharidll. Klastrovani transportéru bylo studovano
po preneseni jeho genu s GFP do kvasinky a opét je zavislé na pritomnosti steroll
v membrané. Velmi zajimavé je, Ze v kvasince se vyskytuji dvatypy raftovych domeén,
jedna je typicka pritomnosti H™-ATPasy Pmalp, s druhou jsou asociovany riizné H™
symportéry veetné transgenniho HUP1-GFP. Klastrovani a raftova asociace HUP1
pfimo v Fase bylo demonstrovano fluorescencnimi protilatkami a detergentuvzdornosti
proteinu (Grossmann et a., 2006).

4.3.6 Rafty v obrannych a symbiotickych interakcich

Podobné jako u ZivoCichl, i u rostlin se predpoklada, Ze by mohly lipidove rafty
zprostiedkovavat obranné reakce.

RAFTOVE VAZANY REDOXNi SYSTEM  Nejrecentngsi proteomicka analyza detergen-
tuvzdorné membranové frakce byla provedena nakorenovém materialu Medicago trun-
catula (Lefebvre et a., 2007) ave srovnani s predchozimi experimenty bylo v kofenech
detekovano vyrazné vice proteint s redoxni funkci. Lipidoveé rafty kofenovych bungk
hosti napriklad NADH-ubiquinone oxidoreduktéazy, cytochrom b561 a askorbétoxi-
dazu. Redoxni systém je odpovédny za produkci reaktivnich forem kysliku, které jsou
nezbytné ke tvorbé bunécné stény ataktéz figuruji v obrannych reakcich proti patoge-
ndim. V pfipadé bobovitych rostlin je tento poznatek zvlasté zajimavy, lipidové rafty by
mohly hrét roli pfi regulaci rhizobialni symbiosy.

LEUCINOVE KINAZY  'Receptor-like’ kinazy tvori velikou heterogenni rodinu. Na-
priklad u Arabidopsis bylo predpovézeno 600 kinaz a u ryze existuje dokonce 1 200
kinaz, pficemz vznik nékterych je prokazatelné produkt symbiosy s clovékem, nebot
nejsou starsi nez 10 000 let. Kinazy sleucinovymi repeticemi (LRR-RLK) tvori podro-
dinu, jejiz Elenové jsou vyznamni regulatori rlstu a vyvoje (CLAVATAL, BRI1), de
i zprostfedkovatelé obrannych reakci. Pravé fada z nich byla identifikovana v deter-
gentuvzdorné frakci (Shahollari et a., 2004; Lefebvreet a., 2007). V DRM byl také
nalezen protein pii-2, homolog LRR-RLK, avSak bez kinazové domény, ktery jeklicovy
pro mykorhizni symbiosu Arabidopsis thaliana a stopkovytrusé houby Piriformospora
indica (Shahollari et al., 2007).

SYNTEZA KALOSY  Raftovou lokalisaci miizeme otekavat i ukomplexu syntetizujiciho
kalosu, jehoz podjednotky byly nalezeny v DRM (Morel et a., 2006). Produkce kalosy
je opét soucasti obrannych reakci.
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5 Zavéretné shrnuti

V prvni Casti préace jsem se pokusil shrnout hlavni experimentalni doklady existence
lipidovych raftu.

Prvnim predpokladem existence lipidovych raftli byla existence membranovych mik-
rodomén. Experimenty i teoretické studie jednoznatné doklédaji vz&emnou segregaci
rtiznych typt lipidt a tvorbu mikrodomén usporadané [, (sfingolipidy) a neusporadané
14 faze (fosfolipidy) v modelovych membranovych dvojvrstvach. Podobné jsou dolo-
Zeny rozdilné preference membranovych proteinli k uspofadanému ¢i neusporadanému
prostiedi, které jsou dany bud charakterem membranové kotvy (GPI a palmitoylové
kotvy uprednostiuji I, kdezto prenylové a oleylové kotvy inklinuji k I, fazi) nebo
délkou transmembranové domeény (dvojvrstva sfingolipidové faze [, ma veétsi tloustku
nezl,).

Slabsi argumenty jiz nalezneme pro obhajobu existence membranovych mikrodomén
in vivo. Nepfimym diikazem je Castetna nerozpustnost membrany v 1% detergentu
Triton X-100 pfi 4°C. Ziskana detergentuvzdorna frakce je obohacena sfingolipidy a
potencialnimi raftovymi proteiny a predpoklada se, Ze je pozlistatkem usporadanych
membranovych mikrodomén. Samotna detergentuvzdornost je viak pouze dikazem
odlidné afinity proteint k rtiznym fazim. K vlastnimu odd& eni rozpustné a nerozpustné
faze mlize nastavat z asti vlivem detergentu anizké teploty anemusi odrazet prirozeny
stav membrany (pomér [, al, faze).

NevyfeSenym problémem také zlistava raftovy popis vnitfniho (cytoplasmatickeho)
listu membrany, ktery takikaneobsahuje sfingolipidy. Radaproteintivazanych navnitini
stranu membrany (napf. palmitoylované kinazy) se vyskytuje v detergentuvzdorné
frakci, mechanismy tvorby domén uspoféadané faze na vnitfni strané membrany ajejich
komunikace sopatnou stranou membrany vsak stale nejsou spol ehlivé objasnény (jedna
z hypotéz vysvétluje prenos doménového usporadani interdigitaci dlouhych acylovych
Fetézcl sfingolipidl z vngigiho listu membrany do vnitfniho fosfolipidového). Proteiny
cytoplasmatické strany membrany se mohou do detergentuvzdorného komplexu dostat
pri fragmentaci membrany detergentem, kdy dochézi k miseni lipidti obou membrano-
vych listl atvorbé novych mikrodomén.

Primgjsi diikazy existence mikrodomén ajejich asociace sraftovymi proteiny pochazeji
z fluorescencnich pozorovani a metod FRAP, FRET ¢i 'laser trap’. | tyto pristupy
jsou vsak zatizeny nékterymi artefakty (fluorescencné znacené protilatky podporuji
klastrovani a podobny vliv ma i overexprese vnesenych znaCenych proteind, ktera
zplisobuije nepfirozené zastoupeni proteinti v membrang).

Pripustime-li existenci membranovych domén v nativni membrang, mizeme prejit
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k vlastni koncepci lipidovych raftil, ktera se pokousi vysvétlit polarisaci bunky atvorbu
membranovych signanich platforem na zakladé spontanni tvorby lipidovych mikrodo-
mén (raftll), které nasledné sdruzuji specifické proteiny die jejich afinity k usporadané
¢i neusporadané fazi membrany. Antithese k lipidovym raftlim naopak predpoklada,
Ze vychozim hybatelem tvorby mikrodomeén je interakce lipidli s proteiny a centrem
polarisace je cytoskelet.

Z funkci jeZ jsou pfipisovany lipidovym raftlim u Zivogichll je tfeba zminit tfidéni pro-
teindi pro polarisovany apikalni vatkovy transport v buikéach epitel . Nedavné vy zkumy
vSak ukazuji, Zeraftovaasociace neni dostacujici apredpoklada se existence paralelnich
neraftovych drah. Déle rafty figuruji v endocytose vézané na kaveoly a v souvisgjicim
vstupu patogentl do buiky. V neposledni fade pak rafty slouZi v signalisaci, kdy raftova
asociace umoziuje shiukovani jednotlivych partnerll signalni drahy.

U rostlin nachazime obdoby fady Zivogidnych funkci lipidovych raftll. Raftové fizena
polarisace rostlinnych bunék by mohlabyt zprostfedkovavana dua né acylovanymi Rop
GTPasami, které po aktivaci ziskavaji afinitu k uspofadané membranové fazi. Hlavni
funkce rostlinnych lipidovych raftll by ziejmé mohla spoCivat v regulaci vlastnosti
bunétné stény skrze GPI-kotvené proteiny. Nejdiikladngi prozkoumanym rostlinnym
GPI proteinem je COBRA, kteravnasi nové svétlo do zahady paral elniho usporadanim
mikrotubulll a celulosovych mikrofibril. Jiny GPI-kotveny protein, SKUS5, ovliviiuje
elongaci bunék a pravdépodobné je pod primym vlivem auxinu, ktery vaze prostfed-
nictvim ABP1 proteinu. Samotny transport auxinu také souvisi s lipidovymi rafty.
Auxinove vynadete PGP patfi do rodiny ABC transportérdl, u nichz je dokazanaraftova
asociace. PGP proteiny interaguji s pfenaSeCi PIN a spolecné zgjistuji pfenos auxinu
pres plasmatickou membranu. Transportni funkci zastava fada dalSich raftovych pro-
teindi — negjpotetngsi jsou aquaporiny aPMA H*-ATPasy. Na zavér je tieba zminit roli
lipidovych raftll v obranné reakci rostlin: GPI-kotvené 3-1,3-glukanazy jsou schopny
Stépit bunénou sténu patogennich hub, leucinové kindzy (LRR-RLK) zgjistuji stre-
sovou signalisaci. Sekundarné se jegjich funkce prenesla na regulaci symbiotickych
interakci (mykorhizni arhizobiani).

Lipidoveé rafty jsou vyznamné pro fadu d& &1 odehravajicich se v rostlinné buiice. Jejich
studium nam mtize napomoci k pochopeni zékladnich mechanismll morfogeneze a

pocingjice, symbiotickymi interakcemi konCice.
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