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LIPID RAFTS — MICRODOMAINS OF BIOLOGICAL MEMBRANES
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Streszczenie: W artykule przedstawiono poglady dotyczace budowy oraz roli ,tratw lipidowych” —
heterogennych, bogatych w sterole i sfingolipidy mikrodomen wystgpujacych w btonie komorkowej
(plazmalemie), a takze w btonach organelli wewnatrzkomoérkowych, np. kompleksie Golgiego, siateczce
srédplazmatycznej czy mitochondriach. Tratwy lipidowe moga mie¢ rézne rozmiary. Najczesciej ich
$rednica wynosi 50-100 nm, ale wystepuja réwniez duze formy o $rednicy 200—-500 nm. Najmniejsza
tratwa ma srednic¢ 5—20 nm oraz krétki okresie trwania (rzedu milisekund). Tratwa lipidowa o wymia-
rach 5 nm zawiera okoto 30—40 lipidéw i 6-10 charakterystycznych dla niej biatek. Mimo matych
rozmiarow pojedynczej tratwy, suma ich powierzchni stanowi okoto 30% catej powierzchni btony
plazmatycznej. W zaleznosci od sktadu (gldwnie cholesterolu) i oddziatywan typu biatko-biatko i biatko-
lipidy mate tratwy moga ulega¢ koalescencji i tworzy¢ struktury o srednicy 500 nm. Poczatkowo uwaza-
no, ze tratwy sg stabilnymi strukturami, ktére tylko wolno i nieznacznie zmieniaja si¢ w czasie. Ostatnie
doswiadczenia wykazaty jednak, ze sa to struktury bardzo dynamiczne, stale i szybko zmieniajace swoj
sktad i odgrywajace wazna rolg¢ w réznych procesach biologicznych. Wykazano ponadto, ze takie same
czasteczki wystgpujace w tratwach petnig rézne funkcje w zaleznosci od potozenia czy po stronie
zewngtrznej, czy wewngtrznej (cytoplazmatycznej) blony plazmatycznej. Czasteczki tratw lipidowych
moga ulega¢ przemieszczeniom w ich obrgbie, a zmiana polozenia ze strony cytoplazmatycznej na
zewngetrzng zalezy od ilosci cholesterolu i innych lipidow w tratwach i moze by¢ bardzo szybka (naste-
puje w ciagu nanosekund). Tratwy lipidowe biora udzial w wielu procesach komorkowych, takich jak:
transdukcja sygnatow, endocytoza klatryno-niezalezna (kaweolarna) i in.

Stowa kluczowe: tratwy lipidowe, mikrodomeny = mikroobszary, btony biologiczne.

Abstract: In this paper the current opinions on the structure and function of the ,,lipid rafts” — heteroge-
neous, sterols and sphingolipids rich microdomains that occur in the plasma membrane but also in the
membranes of some intracellular organelles e.g. Golgi complex, endoplasmic reticulum or mitochondria
were presented. Lipid rafts have different dimensions. Their diameters often range from 50 to 100 nm, but
larger forms with diameters of 200—500 nm also exist. The smallest lipid raft with diameter of 5 nm lipid
raft contains approximately 30—40 lipids and 6—10 characteristic proteins. In spite of the small size of a
single raft, the overall surface area of all lipid rafts accounts for approximately 30% of the entire surface
of the plasma membrane. Depending of contents (mainly cholesterol) and protein-protein and protein-
lipid interactions small rafts may coalesce to form structures 500 nm in diameter. Initially, lipid rafts were
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regarded as stable structures, that undergo only slow and slight temporal changes. As follows from the
most recent experiments, these structures have been found to be highly dynamic, that constantly change
their composition and play an important role in various biological processes. Moreover, it has been
demonstrated that the same molecules occurring in the microdomains have different functions depending
on which side of the plasma membrane (external or internal (cytoplasmic)) they appear. They may also
translocate from one side to the other. The change of a position within the cytoplasmic and external sides
of membrane depends on the amount of cholesterol and other lipids in the rafts, while the change of
composition may take nanoseconds only. Lipid rafts were found to participate many cellular processes
such as signal transduction, clathrin-independent (caveolar) endocytosis and others.

Key words: lipid rafts, microdomains, biological membranes.

1. WSTEP

Klasyczny model budowy blony biologicznej, zaproponowany w 1972 roku przez Singera
i Nicolsona [49], zwany ,,modelem ptynnej mozaiki”, zaklada, ze blong elementarng tworzy
homogenna dwuwarstwa lipidowa wraz z flotujacymi w niej biatkami. Wprawdzie pierwsze
doniesienia o niejednorodnosci blon pochodzace z doswiadczen biofizykdéw ukazaly sig juz
w 1970 roku [22,34,43], dopiero w dalszych badaniach wykazano obecnos¢ w btonach
komdrkowych uporzadkowanych zgrupowan lipidéw (tzw. klastrow lipidowych) oraz
swoistych zwigzanych z nimi bialek, jako r6znych od reszty btony mikrodomen [38.,47,48].
W eksperymentach polegajacych na homogenizacji komérek w obnizonej temperaturze i
w obecnosci niejonowych detergentdw (np. Tritonu X-100) uzyskiwano nierozpuszczalne
w detergentach najlzejsze frakcje, ktore cechowala duza gesto$¢ i Sciste upakowanie
glikosfingolipidow, cholesterolu i glicerofosfolipidow zawierajacych wigcej nasyconych
kwaséw tluszczowych oraz pewnych swoistych, zwiazanych z nimi bialek. Pozostate
fragmenty blony wykazywaly luzne upakowanie lipidéw i nizsze nasycenie wystepujacych
w nich kwasow tluszczowych. Lekkie, nierozpuszezalne w detergentach i uporzadkowane
frakcje blon zdefiniowano jako ,.tratwy lipidowe” — LR (ang. /ipid rafis) lub LR/C (lipid
rafts/caveolae) albo frakcje blon odpornych na detergenty — DRM (ang. detergent
resistant membranes). Nadawano im takze rzadziej uzywane w pismiennictwie nazwy

TABELA 1. Stosowane w pi$miennictwie skroty i nazwy mikrodomen bton
TABLE 1. Currently used terms (and their abbreviations) concerning lipid rafts

Stosowany  |Nazwa angielska Pi$miennictwo
skrot
LR Lipid raft lub lipid raft/caveolae 1, 3-8,12,16-19,21-25,33,36-38,39,
42,43,45,48,51,52
DRM Detergent resistant membranes 3,9,10,12,16,19-22,29,31,33,37,43,48,52
DIG Detergent-insoluble glycosphingolipid- (8,48
enriched (membranes)
CEM/CSEM |Cholesterol-enriched membranes 18,19
Cholesterol/sphingolipid-enriched
membranes
TIM/TRM Triton insoluble membranes/Triton 1,8,11,37
resistant membranes
TIFF Triton-insoluble floating fraction 11,37,48
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(patrz tab. 1). Poczatkowo uwazano, ze tratwy lipidowe sa stabilnymi strukturami, ktore
tylko wolno i nieznacznie zmieniaja si¢ w czasie. Ostatnie do$wiadczenia wykazaly jednak,
ze sq to struktury bardzo dynamiczne, stale zmieniajace swdj sklad. Wykazano ponadto,
ze takie same czasteczki wystepujace w tych mikrodomenach maja rézna funkcje zaleznie
od polozenia czy to po stronie zewnetrznej czy wewnetrznej (cytoplazmatycznej) blony
plazmatycznej i ulegaja przemieszczeniom [3,20,22,27,51]. Zmiana polozenia ze strony
cytoplazmatycznej na zewnetrzng zalezy od ilosci cholesterolu i innych lipidéw w tratwach
i moze nastgpowaé w czasie nanosekund [44].

2. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA TRATW LIPIDOWYCH

2.1 Wystepowanie

Tratwy lipidowe wystepuja w blonach réznych typéw komérek zardowno
zwierzegcych, jak i roslinnych. Wykazano ich obecnosé takze u drozdzy oraz wirusow
np. retrowirusa HIV (tab. 2). Poczatkowo byly uwazane za mikrodomeny plazmatycznej
blony komorkowej. Obecnie wiadomo, ze wystepuja rowniez w blonach organelli
wewnatrzkomorkowych, np. kompleksie Golgiego [18,21,25,28,29,32], siateczce

TABELA 2. Komorki lub struktury, w blonach ktorych stwierdzono wystgpowanie tratw lipidowych
TABLE 2. The occurrence of lipid rafts in various cell types or structures

Komobrki Pismiennictwo
Komoérki nablonkowe 26,28.42
lztrl\),ielfuzfzﬁe nerwowe 19,29
mézgowe 9,19
leukocyty 16
limfocyty Bi T 5,6,17,51
erytrocyty 27
fibroblasty 8,18,20,28,29,32,36,42
neutrofile, makrofagi, monocyty 1,7,29
plytki krwi 20
pierwotne hepatocyty 18,42
owadow, pasozytow 1
Ustalone linie HeLa, CaCo-2, RBL-2H3, KB, A431, MDCK, BHK, |3.4,6,17,18,20,30,37
komorkowe CHO, COS-7, 1929, HEK293, HNSCC, SCC61,
SQ20B, Ric10, komorki L i T fibroblastow
Blony komoérek | roslin 1
grzyboéw (np. drozdzy) 1,27,34,38
oslonki wirusow 38
Blony kropli thuszczu w mleku 23
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srodplazmatycznej, mitochondriach [18,33,38], endosomach [18,21,28,29], kaweolach
[16,25,26,33,37], kaweosomach [16,29,32] czy blonach kropli lipidowych mleka [23]

2.2. Metody izolacji tratw i badania ich wybranych wtasnosci.

Tratwy sa niejednorodnymi domenami blon o wysokiej zawartosci glikolipidéw
nierozpuszczalnych w detergentach. Dlatego tez to wlasnie detergentow uzywa sie
do uzyskiwania tratw z bton réznych komodrek. Do najczesciej uzywanych naleza:
Triton X-100, Lubrol WX, Lubrol PX, Brij 58, Brij 96, Brij 98, Tween 20, CHAPS,
NP-40, P40 [8,9,12,21,37,38,48,52]. W zaleznosci od detergentow niejonowych
zastosowanych do uzyskiwania tych struktur (a takze pH, temperatury [4] i obecnosci
katonéw K'/Mg>" [9], stwierdzano rézny sktad lipidowy i biatkowy tratw
[8.9,12,21,25,37,52]. Pierwotnie uzyskiwano tratwy z petnych homogenatéw badanych
komorek, jednak lepsza metoda jest izolacja tych mikrodomen z frakcji komdrkowych.
W klasycznych metodach izolowano tratwy lipidowe po ekstrakecji komoérek
niejonowymi detergentami w niskiej temperaturze i nastepnie wirowaniu w gradiencie
gestosci (najezesciej sacharozy). Tratwy stanowily najlzejsza frakcje flotujaca. Metody
te jednak prowadza do uzyskania tratw o réznym skladzie bialek i lipidow, a takze
nieswoistych dla tych mikrodomen artefaktow [11]. Powstaje pytanie, czy wyniki
uzyskiwane przez ekstrakcj¢ réznymi detergentami rzeczywiscie oddaja réznorodnosé
tratw lipidowych zywych komorek? [4,21]. Do potwierdzenia rzeczywistego istnienia
tych mikrodomen w blonach, opracowano metody ich uzyskiwania bez uzycia
detergentow. Polegaly one na sonikacji komérek w buforze weglanowym (pH=11),
kolejnym wirowaniu w nieciaglym gradiencie sacharozy (16-20 godz.) lub lizie w
izotonicznym buforze zawierajacym EDTA, po ktérym nastgpowalo wirowanie w
gradiencie Percolu. Uzyskiwane frakcje zawieraly fragmenty innych bton wewnatrz-
komorkowych [wg 25]. Opracowano szybka i wydajng metode uzyskiwania frakcji
dobrze oczyszczonych tratw przez lize komorek w izotonicznym buforze zawierajacym
chlorek wapnia i magnezu. Tratwy flotowaly jako najlzejsza warstwa po jednorazowym
wirowaniu w gradiencie 0—20% OptiPrep [25].

Obecnos¢ mikrodomen w blonach potwierdzaja takze inne techniki izolowania
tratw bez uzycia detergentow, np. chromatografii powinowactwa bez detergentow.
Pozwalaja one na uzyskanie frakcji tratwy/kaweole oraz czgsci blony plazmatycznej,
w ktorych tkwia te mikrodomeny [4,25,33].

Wydaje sie, ze niezwykle pomocnym w okresleniu sktadu lipidowego i biatkowego
tratw, a takze lokalizacji poszczeg6lnych makromolekul w ich obrgbie moze by¢
zastosowanie szeregu metod mikroskopowych (mikroskopia fluorescencyjna, konfokalna,
elektronowa czy sil atomowych) z jednoczesnym wykorzystaniem zaawansowanych
technik stosowanych obecnie w badaniach komoérkowych [2,3,13,14,18,25,36,41]. W
badaniach biatek tratw uzyteczne sa techniki ELISA i Western blotting [11]. Obiecujace
sa wyniki badan z uzyciem liseniny, swoiscie wiazacej si¢ z sfingomieling tratw czy estrem
fluoresceinowym eteru poli(etylenoglikolo)cholesterolowego wiazacego cholesterol domen
lipidowych bton, pozwalajace na precyzyjne okreslenie lokalizacji tych lipidow w btonach
wewnatrzkomorkowych i w blonie plazmatycznej [18].
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2.3 Budowa, sklad oraz formy strukturalne

Tratwy lipidowe sa definiowane jako male, heterogenne, bardzo dynamiczne
domeny btonowe bogate w sterole i sfingolipidy. Ich $rednica wynosi najczesciej
50-100 nm [12,14,16,33,38]. Na podstawie badan bton naturalnych i modelowych
niektorzy autorzy [44] twierdza, Ze najmniejsza tratwa ma Srednicg 5—-20 nm oraz
krotki okres trwania (rzedu milisekund). Tratwa lipidowa o $rednicy 5 nm zawiera
okoto 30—40 lipidow i 610 charakterystycznych dla niej bialek. Mimo matych
rozmiaréw pojedynczej tratwy, suma ich powierzchni stanowi okoto 30% calej
powierzchni blony plazmatycznej. Male tratwy moga by¢ stabilizowane, ale w
zalezno$ci od zawartosci sktadnikdéw (glownie cholesterolu) oraz dzigki oddziatywa-
niom typu biatko-biatko i biatko-lipid moga ulega¢ koalescencji tworzac duze platformy
o $rednicy 200-500 nm. Np. w blonie plazmatycznej fibroblastéw hodowanych in
vitro osiagaja rozmiar 200—560 nm [42]. Duze tratwy zawieraja niewiele cholesterolu,
natomiast skupiaja duze ilosci ceramiddéw oraz bialek acylowanych (mirystylowanych
i palmitylowanych) [22].

Blony komorek ssakow sa tworzone przez ponad 2000 réznych lipidow [24,46].
W tratwach wystepuja gldwnie: sterole (np. cholesterol), glikosfingolipidy oraz
glicerofosfolipidy. Uwaza sig, ze stosunek sfingolipidow do cholesterolu odpowiada
za zmniejszenie ptynnosci blony, w przeciwienstwie do glicerofosfolipidow, ktore
ptynnos¢ zwiekszaja [8,10,12,16,23,26,38,43,51]. Charakterystyczne dla tratw jest
wystepowanie 10-30 réznych, swoistych bialek. Stwierdzono obecnos$¢ biatek
transbfonowych, biatek z kotwica glikozylofosfatydyloinozytolowa (tzw. biatka GPI)
oraz biatek arylowanych (szerszy spis sktadnikdw tratw przedstawiono w tabeli 3).

W komoérkach spolaryzowanych stwierdza si¢ inny sklad tratw w czesci apikalne;j,
a inny w bazolateralnej [12,21]. Czgsé¢ apikalna komorek nablonkowych zawiera wigcej
glikosfingolipidow, cholesterolu oraz niedojrzalych form glikoprotein zawierajacych liczne
reszty mannozy, podczas gdy czgs¢ bazolateralna jest bogata w glikofosfolipidy i
dojrzate formy glikoprotein [10]. Tratwy lipidowe blony plazmatycznej komoérek
Eukaryota wykazuja asymetri¢ rozmieszczenia pewnych sktadnikéw. Ich strona
cytozolowa (wewngtrzna) zawiera aminofosfolipidy (w tym fosfatydyloetanoloaming i
fosfatydyloseryng), a zewnetrzna sfingolipidy i cholesterol [1,12,27]. W ludzkich
komorkach T, erytrocytach czy plytkach krwi sfingolipidy i cholesterol wystepuja
glownie w czesci zewnetrznej tratw, podczas gdy fosfolipidy (glownie fosfatydylo-
inozytol, fosfatydyloetanoloamina i fosfatydyloseryna) po cytoplazmatycznej stronie btony
[20,22,27,51]. Strukturalna modyfikacja tratw polegajaca na przemieszczeniu fosfaty-
dyloseryny ze strony cytoplazmatycznej do zewngtrznej czesci blony komérkowej ma
miejsce w czasie apoptozy [27], podczas gdy ceramidy szybko ulegaja procesowi flip-
flop przez blone ze strony zewnetrznej do cytoplazmatycznej [22].

Wyrdznia si¢ dwie podstawowe formy strukturalne tratw: typowe, plaskie (zwane
tez planarnymi) oraz wpuklone banieczkowato w strong cytoplazmy, zwane
kaweolami. Roznica budowy jest wynikiem réznego skiladu chemicznego i
oddziatywan tych mikrodomen z innymi organellami komorki [26]. W plaskich
tratwach, (ktorych nie stwierdzono jedynie w blonach neurondéw) wystepuja
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TABELA 3. Najwaziejsze lipidy i bialka wystepujace w tratwach lipidowych
TABLE 3. Lipids and proteins found in lipid rafts

Rodzaj lipidow lub bialek Wystepowanie/uwagi Pismiennictwo
Lipidy |Sterole u Eukaryota cholesterol, u grzybow ergosterol 24,34
Glikosfingolipidy Kwasy tluszczowe 01626 atomow C, sfingomielina |4,6,15,18,23,
(w tratwie blony fibroblastow do 3,5 tys. reszt), 28,39,34,48

ceramidy, gangliozydy, np.GM1, u drozdzy ceramidy
i sfingolipidy, np. nozytolofostatydyloceramid

Glicerofosfolipidy Kwasy tluszczowe 16—18 atomow C, 7,28,48
fosfatydyloinozytydy, diaceloglicerol

W zaleznosci od proporcji lipidy nadaja blonie rozng plynnos¢ w rejonie tratw

Bialka | Transblonowe (TM) 7,11,29,44,
31,39,51,52

GPI(GPI-anchore) Biakka z kotwicg glikozylofosfatydyloinozytolowa 6,11,23,29,
31,32,44,51,52

Acylowane (AcP) N-mirystylacja (14-weglowy nasycony kwas 7,11,16,21,45,52
tluszczowy) zwiazany z Gly na N-koncu bialek
Eukaryota lub wiruséw albo S- lub N-palmitylacja
16-weglowy nasycony kwas thuiszczowy dolaczony
do reszty cysteinowej wiazaniem tioestrowym lub
amidowym do N koncowej cysteiny lub integralnej
lizyny

W tratwie 10-30 réznych bialek. Znaczniki bialkowe tratw to: flotylliny 1 i2 [11,16,52], kaweoliny
(M. cz.. 21-24 kDa — poznano 4 izoformy 1 a, 18, 2, 3 [3,11,52], bialka GPI [6,11,23,29,44,51,52],
Sre kinazy, kinaza MAP, receptory wzrostu EGF, PDGF, insuliny, biatka G [1,11,16,44], kadheryny [40]

specyficzne biatka tzw. flotylliny, natomiast w kaweolach, wystepujacych pow-
szechnie w btonach widkien mig$niowych gladkich, komoérek systemu nerwowego
oraz komdrek nablonkowych wystepuja biatka zwane kaweolinami. Kaweoliny nie
wykazuja aktywnosci enzymatycznej, lecz maja zdolnos¢ do homo- i hetero-
oligomeryzacji, uczestnicza w transdukcji sygnatu, endocytozie np. patogendéw do
komérki i tworzeniu kaweosomow [52]. Wielu badaczy uwaza kaweole za
szczegdlna podfrakcje tratw lipidowych, podczas gdy inni (np. Simons i wsp.
[45.46,48]) nie tacza ich w jedna klase mikrodomen btony plazmatyczne;j

Hipotetyczny model budowy tratwy lipidowej blony plazmatycznej i mozliwosci
roznych oddziatywan jej sktadnikéw z innymi organellami komérkowymi
przedstawiono na rycinie 1.

3. WYBRANE PRZYKY ADY BIOLOGICZNEJ ROLI TRATW LIPIDOWYCH

Prowadzone obecnie badania tratw lipidowych potwierdzaja ich istotng role w
wielu procesach komodrkowych. Wykazano, ze uczestnicza one w modyfikacji i
sortowaniu nowo syntetyzowanych czasteczek w rejonie siateczki srodplazmatycznej
oraz réznych rejonach kompleksu Golgiego — cis, trans lub TGN (ang. Trans-Golgi-
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Network). Wspdldzialaja z biatkami plaszcza pecherzykow COPII [28,29,32]. Biora
udzial w regulacji plynnosci btony komorkowej [19,30], wewnatrzkomérkowym ruchu
pecherzykow [1,18,43] oraz w niezaleznej od klatryny endocytozie kaweolarnej
przyczyniajac si¢ do tworzenia kaweosomow [16,28,29,31,35,39]. Obecnos¢ tratw
lipidowych sprzyjaé moze wnikaniu do komorki wiruséw (np. wirusa zapalenia
watroby typu C, SV4, HIV czy wirusa grypy) i toksyn bakteryjnych (np. cholery,
tezca) [7,9,15,18,24,29,32,35]. Stwierdzono takze udziat tratw w procesach transdukcji
sygnatu [np. 25,37,38,48] oraz w apoptozie [6,33].

Wykazano, ze obecnos¢ tratw lipidowych wplywa na dynamike i polaryzacj¢ blony
komoérkowej w procesach adhezji i migracji komérek [6,11,16,20,26,33,50],
organizacje cytoszkieletu i polimeryzacje aktyny [10,16,18,20,26,33,43,51], jak réwniez
na sortowanie biatek btony plazmatycznej podczas endo- i egzocytozy [18.33,50,51]
oraz aktywacje komodrek w procesach immunologicznych [6,17,43,51]. Wirusy,
bakterie i pasozyty moga wykorzystywaé tratwy lipidowe do penetracji komorki.
Obecnos¢ cholesterolu w blonach kaweoli jest wykorzystywana do infekeji komorek
gospodarza. Uwaza sie, ze obnizenie ilosci cholesterolu w komdrkach docelowych
moze powodowaé wzrost odpornosci tych komorek na infekcje wirusem HIV [7].

3.2. Rola tratw lipidowych w przekazywaniu sygnatu

Liczni autorzy potwierdzaja udzial i role tratw lipidowych w istotnym biologicznie
procesie transdukcji sygnatow [1,4,6,13,18-21,24,25,29,33,37,38,43,47,48]. Szczegdlnie
istotne sa swoiste wspoldziatania biatek, powodujace aktywacje kaskad przenoszenia
sygnatow. Na przyktad GPI-biatka oraz biatka z domenami hydrofobowymi
(mirystylowymi, palmitynowymi czy prenylowymi) biora udziat w wybiorczym
kierowaniu i zaczepieniu ,.kotwicy GPI” w tratwie. Wedlug Simonsa i Toomre [48]
bialka transblonowe moga tylko przejsciowo leze¢ w obrebie tratw, pozostajac dluzszy
czas poza nimi. Rowniez oligomeryzacja sprzyja wzrostowi powinowactwa do tych
mikrodomen btony. W obrebie tratw czesto wystepuja kinazy, fosfatazy i enzymy
powodujace przylaczenie lub odszczepienie reszt palmitynowych. Autorzy ci
rozrézniaja 4 typy mikrodomen lipidowych blon (tab. 4). Wymieniaja rowniez kilka
typéw biatek uczestniczacych w transdukcji sygnatlu przy udziale tratw. Naleza do
nich receptory: F_RIL komorek T oraz B, nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR)
i insuliny, neurotrofin i efrin B .» GDNF, bialek HRas, integryn, a takze wystgpujacego
u Drosophila biatka Hedgehog. Wedtug tych badaczy nie ma jednego, uniwersalnego
mechanizmu transdukcji sygnatlu, gdyz zalezy on od rodzaju badanych komorek.
Autorzy podaja wybrane szczegdétowe mechanizmy tego procesu przy udziale
immunoglobuliny E, receptora antygenu komorek T, bialek GDNF, Ras czy Hedgehog
oraz pogladowe schematy przekazu sygnatu dla F_RI oraz TCR [48].

Simons i Toomre [48] postuluja trzy podstawowe modele transdukcji sygnatu:
pierwszy polega na asocjacji receptoréw potozonych w obrebie LO1 tratwy 1 ich
aktywacji przez zwiazanie ligandu. Drugi wymaga oligomeryzacji receptorow do

]Lo(liquid ordered) czgsé blony bogata w sfingolipidy i cholesterol, tworzaca strukture pseudostata,
L, (liquid disordered) cze$é ,,plynna” blony, ktérej taki charakter nadaja glicerofosfolipidy.
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RYCINA 1. Hipotetyczny model tratwy lipidowej. Czgs¢ zewngtrzna (ekstra-cytozolowa) i wewnetrzna
(cytozolowa) tratwy rozni si¢ sktadem lipidowym: glikosfingolipidy (GSL), sfingolipidy (SL), fosfolipidy
estryfikowane nasyconymi lub nienasyconymi kwasami thuszczowymi (PL), sfingomielina (SM), sterole
(ssaki — cholesterol, drozdze — ergosterol). Lipidowe sktadniki tratw bardziej upakowane od pozostatych
czesci btony, zawieraja biatka zwiazane z nimi przez reszty acylowe (1), transblonowe (2), przez
oddziatywania typu biatko-biatko (3) lub biatko-lipid (4) oraz biatka z kotwica glikozylofosfatydyloinozytolu
(GPI) (7). Pewne bialka transbtonowe (5) moga okresowo przytacza¢ si¢ do tratw. Podwojne strzatki
wskazuja na odwracalne oddziatywania z blong np. bialtko GPI (7) po odszczepieniu od kotwicy
glikolipidowe;j, staje si¢ biatkiem rozpuszczalnym majacym nowa konformacj¢ (7a). Biatka GPI moga
uczestniczy¢ w transporcie innych biatek ze $wiatla siateczki srédplazmatycznej (6). Wszystkie sktadniki
lipidowe i biatkowe moga uczestniczy¢ w molekularnym wspdtdziataniu w obrebie blony (strzalka podwojna
wzdhuz btony) Iub migdzy blong i macierza pozakomérkowsq Iub cytoszkieletem w cytoplazmie (strzatka
podwdjna prostopadia do btony), zmodyfikowane wg [1,4,26,30,33]
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wigzania ligandow, co moze powodowaé dtuzszy czas trwania tych kompleksow (i
prawdopodobnie tratwy). Trzecim jest aktywacja receptorow powodujaca krzyzowe
oddzialywania bialek z bialkami innych tratw, co powoduje koalescencje¢ tratw i
zwigkszenie ich srednicy. Przez utworzenie klastra tratw, oddziatywania adapterow,
modyfikowanych i zakotwiczonych bialek moze tworzy¢ si¢ kompleks sygnatowy,
ktérego sktadniki ulegaja przemieszczeniom np. do otaczajacej go fazy lipidowej
matrix (L o Tworzenie klastrow ulega wzmocnieniu przez zaggszczenie czasteczek
sygnalnych oraz usuwanie zbednych czasteczek. Przemieszczanie i oddzialywanie
klastréw tratw moze rowniez regulowaé wspodtdziatanie z elementami cytoszkieletu
oraz wtornymi przekaznikami, np. (4,5)difosforanem fosfatydyloinozytolu, ktory
pomaga w organizacji aktyny po stronie cytoplazmatycznej tratw.

Rowniez Linda J. Pike i wsp. [25,37,38] proponuja kilka mozliwosci budowy tratw
i ich udziatu w przekazywaniu sygnatu:

a) tratwy sq platformami skupiajqcymi bialka, ktorych wzajemne
oddzialywanie jest niezbedne do przekazywania sygnatu — W tym modelu,
charakterystycznym dla receptoréw hormonow aktywowanych jego zwiazaniem w
pojedynczej tratwie sa enzymy, ich substraty, receptory i czynniki z nimi sprze¢zone.
Przestrzenne potozenie ich w tratwie zapobiega przekazywaniu sygnalu na
nieswoiste szlaki sygnalowe.

b) przy braku pobudzenia, czynniki biorqce udzial w przekazywaniu
okreslonego sygnatu sq pogrupowane w oddzielne tratwy lipidowe — Stymulacja,
np. przez zwiazanie hormonu, daje przejsciowe laczenie tratw w jedna domeng i
mozliwos¢ prawidlowego wspodtdziatania.

c) czynniki znajdujq sie w roznych, nieomal kompletnych tratwach, do
ktorych przy pobudzeniu przylqcza sie czynnik aktywujqcy receptor — Kontrola
przekazywania sygnatu zalezy: od srodowiska lipidowego otaczajacego receptor, od
sasiedztwa biatek regulatorowych oraz od modulowania aktywnosci bialek w tratwie.
W zaleznosci od przestrzennego potozenia w blonie plazmatycznej, receptor moze
uruchomié rézne szlaki sygnatowe przez wspotdziatanie z biatkami nie lezacymi w
obrebie tratw. Potwierdzaja to badania receptorow kinaz tyrozynowych regulowanych
czynnikami zewnetrznymi (ERK).

Kontrola transdukcji sygnatu w tych trzech modelach moze by¢ pozytywna lub
negatywna.

FIGURE 1. A hypothetical model of lipid raft. The external (extracytosolic) and internal (cytosolic)
regions of the raft differ in their lipid composition: glycosphingo-lipids (GSL), sphingolipids (SL), satu-
rated or unsaturated fatty acids estrified to phospholipids (PL), sphingomyelin (SM), sterols (mammals
— cholesterol, yeasts — ergosterol). The lipid components of the rafts are more densely packed as com-
pared to the remaining membrane regions and contain proteins bound by acyl rests (1), transmembrane
proteins (2), proteins anchored through protein-protein (3) or protein-lipid interactions (4) and GPI-
anchored proteins (7). Some transmembrane proteins (5) may be temporarily associated with the rafts.
Double arrows indicate reversible interactions with membrane, e.g. GPI protein (7), following detachment
from the glycolipid anchor, becomes a soluble protein with a different conformation (7a). GPI proteins
may participate in transport of other proteins from endoplasmic reticulum (ER) (6). All the lipid and
protein components may participate in molecular interactions within the membrane (double arrow along
the membrane) or in membrane-extracellular matrix or membrane-cytoskeleton interactions in the cyto-
plasm (double arrow perpendicular to the membrane), moditied [1,4,26,30,33]
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3.3. Kaweole i ich znaczenie w endocytozie

Jak wspomniano we wstepie, za podklase tratw lipidowych uwazane sa kaweole.
Istnienie kaweoli jest znane od Il potowy XX wieku. Poczatkowo uwazano je za
struktury biorace udzial w endocytozie fazy ptynnej, nazywane byly ,,pecherzykami
pinocytarnymi”, nastepnie uznano je za struktury biorace udziat w waznych procesach
komoérkowych. Simons i Toomre [48] wyrdzniaja cztery podklasy mikrodomen w
btonie, z ktorych jedna to kaweole (tab. 4). Wigkszo$¢ badaczy uwaza kaweole za
podklase tratw lipidowych ktére uczestnicza w: przenoszeniu sygnalow i transporcie
wewnatrzkomérkowym (np. cholesterolu), wzroscie komoérek, transcytozie,
endocytozie [31,37-40].

Nichols [31] wyroznia cztery gtdowne rodzaje internalizacji czastek i czasteczek.
Sa to: endocytoza kaweolarna (niezalezna od klatryny), endocytoza zalezna od
klatryny (zwana tez niekaweolarna), pinocytoza i fagocytoza. Z uwagi na temat
artykulu nizej wymieniono kilka uwag dotyczacych pierwszego z procesow. Droga
endocytozy kaweolarnej do komodrki wnikaja toksyna cholery, kwas foliowy,
autokrynny czynnik ruchliwosci, laktozyloceramid. Usunigcie cholesterolu z kaweoli
(lub blony plazmatycznej) przekierowuje sposob wnikania czastek na inne drogi, np.
endocytoze z udziatem klatryny [39].

Glownym biatkiem kaweoli jest kaweolina, ktorej izoformy okreslono jako le, 18,
2, 3. Bialka te o masie czasteczkowej 21-24 kDa wiaza cholesterol, kraza migdzy
siateczka $rodplazmatyczna, kompleksem Golgiego i btong plazmatyczng oraz
odgrywaja role w transporcie cholesterolu z siateczki $§rodplazmatycznej do blony
plazmatycznej. Zwykle sktadaja si¢ z 16—18 monomerow kaweolin 1 i 2, ktére ulegaja
heteropolimeryzacji. Kaweole umozliwiaja in vivo przenikanie do wnetrza komorki
egzogennych czasteczek (np. lekow czy toksyn tezca lub cholery), wirusow (SV40,
HIV), albuminy i jej kompleksow ze zlotem, ferrytyny i innych bialek, a takze
migracji endogennych czastek na zewnatrz. Srednica kaweoli wynosi okoto 70 nm.
Blona kaweoli jest bogata w wolny cholesterol, stanowiacy 2—5% calego cholesterolu
zwigzanego z kaweolami. Kaweole nie zawieraja klatryny. Bialkiem uczestniczacym
w odcinaniu kaweoli od blony plazmatycznej jest dynamina (duza GTP-aza o m.cz.

TABELA 4. Podzial tratw lipidowych wg Simonsa Toomre, zmodyfikowano wg [48]
TABLE 4. Lipid raft classification after Simons and Toomre, modified from [48]

Klasa tratw Wybrane wlasnosci

Tratwy "wlasciwe" Ich obecnos¢ wykazano w zywych komorkach. Wystepuja w fazie L, sa bardzo
mobilne (107% -cm? - s71); ich Srednica wynosi okolo 50 nm, podstawowy skiad
tych mikrodomen podano w tabeli 3

Klastry tratw Duze zgrupowania tratw "wlasciwych", czgsto powiazane z cytoszkieletem

i biorace udziat w przekazywaniu sygnalow w komorce. Zawierajg przeciwciala
i biakka czgsto ulegajace polimeryzacji ¥lub modyfikacjom (np. prenylacji

1 palmitylacji)

DRMs Nienatywne agregaty tratw. Uzyskiwane po dzialaniu roznych detergentow, maja
roézmy skiad, ktory zalezy od temperatury, rodzaju detergentu, stosunku
lipidy/detergent oraz typu komorek, z ktdrych pochodzg
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100 kDa, wystepujaca tez w pecherzykach klatrynowych). Reszty cysteinowe
kaweolin ulegaja palmitylacji. W przypadku kaweoliny 1 sa to reszty cysteinowe w
pozycji 132—-158, a w kaweolinach 2 i 3 reszty na C-koncu czasteczek. Kaweole
sa ponadto bogate w sfingomieling oraz inne gangliozydy (np. GM1, GM3), ceramidy,
diacyloglicerol, difosforan fosfatydyloinozytolu, biatka z kotwica GPI i inne biatka
receptorowe. W kaweolach komorek nabtonkowych po stronie apikalnej wystepuja
biatka GPI oraz transbtonowe zawierajace N- i O-glikany. W sortowaniu przenoszenia
czastek w tej czesci blony odgrywa role modyfikacja lipidow po stronie cytoplaz-
matycznej. Natomiast w czgsci bazolateralnej blony gtowna role odgrywaja motywy
dileucynowe i/lub tyrozynowe wiazane do swoistych receptoréw [39]. W odpowiedzi
na stymulacje insulina, angiotensyna II, szokiem osmotycznym lub oksydacyjnym,
reszta tyrozyny kaweoliny 1 jest fosforylowana przy udziale niereceptorowych kinaz
c-Fyn, c-Src czy c-Abl. Kaweolina 1 odgrywa istotna role¢ w procesie fosforylacji.
Wplywa takze na przebieg endocytozy i tworzenie kaweosomdw [31].

Kaweole wystepuja w duzej ilosci w fibroblastach, kardiomiocytach, adipocytach,
makrofagach, komoérkach mig$niowych pluc typu 1, miocytach, komérkach
endotelialnych. Mniej tych struktur stwierdzono w hepatocytach i enterocytach,
nieliczne wystgpuja lub zupetnie ich nie ma w liniach komérkowych transfor-
mowanych wirusowo lub onkogennie, nie stwierdzono ich wystepowania w
nieadherentnych monocytach, limfocytach, fibroblastach czy neuronach [4,7,24,32.-
35,40,48]. W procesie transcytozy w komodrkach endotelialnych, uczestnicza w
transporcie czasteczek z krwi. Po wyizolowaniu z tkanki komorki te traca kaweole
i inne swoiste dla nich biatka. Korzystne sa proby ukierunkowanego, docelowego
wprowadzanie swoistych lekéw do okreslonych komoérek za posrednictwem kaweoli.

3.4. Tratwy lipidowe w btonach kropli thuszczowych mleka

Szczegdlng strukture wykazuje blona otaczajaca krople thuszczu w mleku [23].
Sklada si¢ ona z trzech warstw. Oprdocz typowej dwuwarstwy fosfolipidowej od
strony wewnetrznej ma dodatkowa, pojedyncza warstwe fosfolipidow przylegajacych
czescia polarna do dwuwarstwy lipidowe;j, a hydrofobowa kierujacych si¢ do wnetrza
kropli lipidowej wypelnionego triacyloglicerolami (stanowiacymi 98% calkowitej
zawartosci lipidow) (schemat budowy takiej btony przedstawiono na rycinie 2).

W blonach kropli tluszczowych mleka wystepuja tratwy lipidowe. Ich $rednica
wynosi 0,5-10 pm, a grubos¢ od 10 do 20 nm [23]. Skiad chemiczny to 20-60%
glikoprotein (20—40% wszystkich biatek tratw stanowi butyrofilina i mucyny tworzace
glikokaliks bton) oraz 15-33% glicerofosfolipidow (w ktorych wystepuje 3%
fosfatydyloseryny, 35% fosfatydylocholiny, 27-30% fosfatydyloetanoloaminy oraz 5—
11% fosfatydyloinozytolu), a takze sfingolipidy (glownie sfingomielina, cerebrozydy
i gangliozydy), triacyloglicerole i sterole. Tratwy po stronie zewngtrznej blony
zawieraja biatka sterczace na zewnatrz kropli, natomiast tratwy strony wewnetrznej
sa zbudowane gtownie z glicerofosfolipidow, w ktérych tkwia enzymy, np.
oksydoreduktaza ksantyny czy adipofilina. Biatka i polarne lipidy tratw wewnetrznych
sa formowane w siateczce srédplazmatycznej i cytoplazmie, a tratw zewnetrznych
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RYCINA 2. Schemat budowy btony kropli tluszczu mleka, zbudowanej z trzech zamiast dwu warstw
fosfolipidow. Stosowane skroty: PC—fosfatydylocholina, PE —fosfatydyloetanolamina, PS —fosfatydyloseryna,
PI —fosfatydyloinozytol, S — sfingomielina, SL — sfingolipidy, CH — cholesterol, PM — btona plazmatyczna,
ER — siateczka srédplazmatyczna komdrek gruczotoéw mlekowych, zmodyfikowane wg [23]

FIGURE 2. Schematic presentation of the structure of milk fat droplet and the structure of its membrane
composed of three rather than two phospholipid layers. Abbreviations: PC — phosphatidylcholine,
PE — phosphatidylethanolamine, PS — phosphatidylserine, PI — phosphatidylinositol, S — sphingo-
myelin, SL — sphingolipids, CH — cholesterol, PM — plasma membrane, ER — endoplasmic reticulum of
mammary gland cells, modified [23]

w apikalnej czesci blony plazmatycznej endotelialnych komérek gruczotu mlekowego.
Glikozylowane biatka tratw zewngtrznych pelnig role immunoprotekcyjna dla
noworodkéw, shuzg jako receptory w rozwoju uktadu hematopoetycznego, wiaza
retrowirusy i ostaniaja uktad zotadkowo-jelitowy przed infekcjami.
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5. ZAKONCZENIE

Tratwy lipidowe pelnia wazna role w licznych procesach zachodzacych w
komorkach. Nie wszystkie ich dzialania sa juz dostatecznie okreslone. Najwazniejsze
pytania [wg 3,38,48] na ktore nalezy w przysztosci znalez¢ odpowiedzi, to:

1. Ile réznych tratw lipidowych moze wystgpowa¢ w komorce?

2. Jakie jest biologiczne znaczenie poszczegolnych lipidow w tratwach lipidowych?

3. Jaki jest mechanizm wbudowywania lub usuwania bialek z tratw?

4. Jak biatka przeznaczone do umieszczenia w tratwie sa sortowane i transpor-
towane do miejsc docelowych oraz czy istnieje swoisty mechanizm ich transportu?
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