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Streszczenie: Na przestrzeni dziesigcioleci sposob przedstawiania btony komorko-wej ulegt znacznym
zmianom. W latach dwudziestych XX wieku obrazowano ja jako dwuwarstwe lipidowa. Kolejni badacze
zauwazyli, ze w jej sktad wchodza rowniez biatka. W 1972 Singer i Nicolson wprowadzili podzial biatek
btonowych na peryferyjne i integralne. Natomiast prowadzone przez nich badania nad fuzja komorek
Nicolsona pod wieloma wzgledami jest nadal aktualny. Obecnie wiadomo, ze w blonach wystepuja
fragmenty o r6znym stanie uporzadkowania zwane domenami btonowymi. Badanie domen btonowych
jest niezwykle fascynujacym, ale i trudnym wyzwaniem, poniewaz w zaleznosci od uzytych metod
badawczych otrzymane wyniki moga by¢ rézne. Na podstawie licznych badan mozna wnioskowac¢, ze
domeny btonowe sg zaangazowane w regulacj¢ szeregu procesow zyciowych komorki, takich jak: adhe-
zja, sortowanie i transport lipidow i bialek oraz przekazywanie sygnalow przez blong komorkowa. Za
kontrole przekazywania sygnatléw odpowiedzialne sg tratwy lipidowe, jedne z kilku rodzajow domen
btonowych. W obre¢bie tych domen zaobserwowano utatwione oddziatywane skupionych w nich bialek
i lipidow. Nalezy pamigtaé, ze w blonie komorkowej wystepuja nie tylko tratwy lipidowe, ale rowniez
mikrodomeny bogate w ceramid oraz glikosynapsy. Rozmaitos¢ i roznorodnos¢ domen btonowych czyni
biologi¢ bton komoérkowych bardzo zlozonym, lecz interesujacym obiektem badawczym.

Stowa kluczowe: tratwy lipidowe, domeny blonowe, oporna na detergenty frakcja blon komérkowych, blony modelowe.

Abstract: For decades the way of viewing of the cell membrane has changed considerably. At the beginning
of the twentieth century the cell membrane was visualized as a lipid bilayer. Following researches have
discovered that the cell membrane contains also proteins. In 1972 Singer and Nicolson introduced the
division of membrane proteins into peripheral and integral proteins. Singer and Nicolson had also conduc-
ted research on cells fusion, which have laid the foundation of the membrane model as a fluid mosaic of
lipids and proteins. The Singer and Nicolson model in many aspects is still valid. Nowadays it is well
known that membranes contain differently arranged regions which are called membrane domains. The
study of the membrane domains is extremely fascinating but also a difficult challenge, because the results
depend on methods used in the research. Based on numerous studies it can be concluded that the membrane
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domains are involved in the regulation of several biological processes such as cell adhesion, sorting and transport
of lipids and proteins, and also signal transduction. The latter process is controlled by lipid rafts in which
facilitated interaction between proteins and lipids have been observed. It should be remembered that ceramide-
enriched microdomains and glycosynapses are included among membrane domains. The variety and diversity
of membranes domains make membrane biology very complex but also very interesting an object of research.

Key words: lipid rafts, membrane domains, detergent resistant membranes, model membranes.

Skréty zastosowane w pracy: [*'H] NMR — magnetyczny rezonans jadrowy wykorzystujacy deuter;
bialka GPI (ang. glycosyl-phosphatidylinositol-anchored membrane proteins) — zroznicowana rodzina
biatek zakotwiczonych w btonie komdrkowej przez glikozylofosfatydyloinozytol, w ktorej sktad wchodza
enzymy, czasteczki adhezyjne, markery réznicowania i wiele innych; biatko Gei2 — biatko nalezace do
rodziny heterotrimerycznych biatek wiazacych guaning odpowiedzialng za odpowiedZ immunologiczna
podczas zakazen bakteryjnych; biatko LAT (ang. Linker for Activation of T cells) — podwdjnie palmity-
lowane adapterowe bialko transblonowe istotne dla rozwoju i aktywacji komorek T; biatko Lyn — kinaza
tyrozynowa z rodziny kinaz Src, ulegajaca ekspresji gtéwnie w komérkach krwiotworczych oraz tkanki
nerwowej, w ktorych odgrywa kluczows role w proliferacji, akumulacji jonow Ca®" i réznicowaniu
komorek; CT (ang. cholera toxin) — toksyna przecinkowca cholery; DHA — kwas dokozaheksaenowy,
wielonienasycony kwas ttuszczowy w-3; DPPC — dipalmitoilofosfatydylocholina; DRM (ang. detergent
resistant membranes) — oporna na rozpuszczenie w detergencie frakcja bton komorkowych; EPR (ang.
electron paramagnetic resonance) — elektronowy rezonans paramagnetyczny; FRET (ang. Forster reso-
nance energy transfer) — technika wykorzystujaca mechanizm przenoszenia energii mi¢gdzy dwoma
chromoforami na drodze innej niz promieniowanie; GPMV (ang. giant plasma-membrane vesicle) —
ogromny pe¢cherzyk blony plazmatycznej; GUV (ang. giant unilamellar vesicle) — wielki pgcherzyk
btonowy; IP3 — trifosforan inozytolu; Id (ang. liquid disordered) — stan ciekly nieuporzadkowany; lo
(ang. liquid ordered) — stan ciekly uporzadkowany; NMR (ang. nuclear magnetic resonance) — magne-
tyczny rezonans jadrowy; PE — fosfatydyloetanoloamina; PIP_— 4,5-bisfosforanfosfatydyloinozytol;
PLCy — fosfolipazy Cy; SM — sfingomielina; so (ang. solid ordered) — stan staly uporzadkowany;
STALL (ang. stimulation-induced temporary arrest of lateral diffusion) — okres unieruchomienia.

WPROWADZENIE

Blona komodrkowa jest dynamicznym zgrupowaniem réznych lipidow i biatek. Biatka
btonowe stanowia 30% [138] z okolo 70 000 rozmaitych biatek [150] kodowanych
przez 3% genomu czlowieka. Réznorodnos¢ budowy zwielokrotniaja modyfikacje
potranslacyjne. Fakt ten imponuje, ale nie dziwi, poniewaz biatka blon komdrkowych
sa zaangazowane w regulacje wiekszosci procesow zyciowych komorki.

Lipidom bton komdrkowych jest natomiast bardziej zagadkowy [139,147]. Skladajace
si¢ na niego lipidy naleza do trzech grup zwiazkow: steroli, glicerofosfolipidow i
sfingolipidow. Zaskakujacy jest fakt, ze ponad 1000 rozmaitych glicerofosfolipidow i
sfingolipidéw zaangazowanych jest w budowe dwuwarstwy lipidowej. Ta wielorako$é
lipidow podwaza mozliwos¢, aby dwuwarstwa lipidowa pehita jedynie funkcje
mechanicznej bariery migdzy komorka a jej srodowiskiem [139].

Analizujac roznorodnos¢ biatek i lipidow btonowych zaobserwowano, ze oba te
komponenty charakteryzuja si¢ unikalna wlasciwoscia polegajaca na zdolnosci do
tworzenia skupien. Powstajace struktury nazywa si¢ domenami blonowymi, wsrdéd
ktérych wyroznia sie tratwy lipidowe. Okazuje sig¢, ze wlasnie za roznorodnos¢ tych
HZgrupowan” w duzej mierze odpowiedzialne sa roznice w budowie lipidow
blonowych. Od dawna wiadomo, ze komorki charakteryzuja si¢ okreslonym,
wlasciwym sobie ,,wzorem” gangliozydowym. Wzor ten zmienia si¢ w charakterys-
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tyczny sposdb podczas wzrostu i réznicowania si¢ komorek, rozwoju osobniczego,
a takze w procesach onkogenezy [50].

Niniejsza praca przegladowa jest zestawieniem wiedzy i taczacych si¢ z nia
watpliwosci z zakresu budowy, organizacji, metod izolacji i analizy domen blonowych.

DWUWARSTWA FOSFOLIPIDOWA —
BEONA JAKO PLYNNA MOZAIKA LIPIDOW I BIALEK

Jedna z pierwszych prob usystematyzowania wiadomosci o budowie blony
komoérkowej podjeli w roku 1925 Gorter i Grendel [45]. Na podstawie oznaczen
chemicznych wyliczyli oni (popelniajac znoszace si¢ nawzajem bledy), ze blony
erytrocytow zawieraja odpowiednia ilos¢ lipidow, aby mozna bylo otoczy¢ je
dwuwarstwowa blong. Skierowanie hydrofobowych reszt kwasow tluszczowych do
srodka dwuwarstwy zapewniato jak najmniejszy ich kontakt ze srodowiskiem wodnym
[45]. Taki sposob uporzadkowania jest wynikiem efektu hydrofobowego. Czasteczki
wody w bezposrednim kontakcie z hydrofobowymi fragmentami lipidow charakteryzuje
wyzszy stopien uporzadkowania [142]. Dodatkowo trwalos¢ blony zapewniaja
oddziatywania elektrostatyczne, wiazania wodorowe, a takze wigzania van der Waalsa
miedzy weglowodorowymi tancuchami wchodzacych w jej sktad lipidoéw i biatek [5].

Prawie 50 lat pdzniej, badania nad fuzja komorek [37], a takze rozwdj nowych
technik, takich jak: mikroskopia elektronowa, rentgenografia, elektronowy rezonans
paramagnetyczny (EPR) i magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) pozwolity
Singerowi i Nicolsonowi na przedstawienie modelu btony komdrkowej jako ptynnej
mozaiki lipidéw i bialek [132]. Ptynno$¢ blony jest wynikiem zaleznego od tempera-
tury ruchu wehodzacych w jej sktad lipidow, ktory z kolei warunkuje swobode dyfuzji
wystepujacych w niej lub zwiazanych z nig bialek. W swoim modelu Singer i
Nicolson podzielili bialka blonowe na peryferyjne i integralne.

Biatka peryferyjne zwiazane sa z powierzchnig blony przez oddziatywania
elektrostatyczne, wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe. Dzisiaj zaliczamy
do nich takze biatka GPL, tj. zwiazane z egzoplazmatyczna warstwa blony poprzez
glikozylofosfatydyloinozytol [74], a takze bialka zwiazane z cytoplazmatyczna
warstwa blony przez reszty kwaséw tluszczowych lub poliprenoli [118].

Nowoscia w omawianym modelu sa biatka integralne (transblonowe), ktére
przenikaja btong na wskro$ jednokrotnie [11], a jak to si¢ to pdzniej okazalo, réwniez
wielokrotnie [19]. Singer i Nicolson, zafascynowani swoboda dyfuzji lipidow i biatek,
ktora zapewnial ich model, nie rozwazali mozliwosci powstawania domen bltonowych,
chociaz nie wykluczyli wystepowania uporzadkowanych mikrofragmentéw btony.

OGRANICZENIA SWOBODY RUCHU SKEADNIKOW BLONY

W nastepnych latach uczeni wykryli rozmaite i r6znorodne ograniczenia swobody
ruchu sktadnikéw blony, ktore moga prowadzi¢ do powstawania domen blonowych
[1,25,26,35,49,71,78,79,116,131,153]. Domeng blonowa nazywamy fragment blony
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rézniacy si¢ swoim sktadem lipidowym i biatkowym od jej pozostalych fragmentow
[71,153]. Z zagadnieniem domenowosci faczy sie zjawisko asymetrii blony [21], ;.
roznica skladu miedzy warstwa egzoplazmatyczna a cytoplazmatyczna [30],
jednakze nie jest to tematem naszych rozwazan.

Szczegdlnie interesujace w biologii blon komdrkowych okazaty sig tratwy lipidowe.
Badania nad tymi domenami wyniknely z kilku niezaleznych obserwacji. W 1953
roku Yu i wsp. [158] wykryli, ze w blonach erytrocytow sa fragmenty niejednakowo
podatne na rozpuszczanie w detergentach, a zatem blona nie jest struktura homo-
genna [158]. Do podobnego wniosku mozna bylo dojs¢ porownujac sktad lipidow
otoczki ,,zabieranej” przez opuszczajace komoérke wirusy, ze sktadem catosci btony
[117]. Wprawdzie koncepcje domenowej budowy btony komorkowej znane byly
wezesniej [71,153], jednak za poczatek hipotezy tratw lipidowych wypada uznad
prace van Meera i Simonsa [130]. Jej autorzy zaproponowali, ze preferencyjne
sortowanie biatek GPI do warstwy apikalnej komodrek nablonka odbywa si¢ w
aparacie Golgiego, czyli miejscu biosyntezy glikosfingolipidow i polega na tworzeniu
wspdlnych z glikosfingolipidami domen blonowych, utrwalanych wiazaniami wodoro-
wymi. Pomimo zastrzezen innych autorow [100,105,109], ostatnio wykazano, ze
hipoteza ta jest, przynajmniej w pewnym stopniu, prawdziwa [75].

BLONY MODELOWE W STANIE CIEKLYM UPORZADKOWANYM
I CIEKLYM NIEUPORZADKOWANYM

W blonie modelowej wyrodznia si¢ rozne stany uporzadkowania jej fragmentow,
w tym stan staly uporzadkowany (so), i ciekly nieuporzadkowany (/d). W stanie
so reszty acylowe kwasow tluszczowych sa maksymalnie rozciagniete, Scisle
upakowane i nie maja mozliwosci obrotu wokot wigzan C-C. Czynnikiem stymulu-
jacym rozciaganie reszt kwasow thuszczowych fosfolipidow jest niska temperatura.
Dostarczenie odpowiedniej ilosci energii w formie ciepla zapewnia swobodg przejscia
trans/gauche reszt kwasoéw thuszczowych. Blona ulega rozluznieniu a czasteczki
dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) moga wykonywa¢ ruchy wokdt swojej osi a
takze na boki. Btona przyjmuje¢ stan ciekly nieuporzadkowany, ktéremu sprzyjaja
nienasycone reszty kwasow tluszczowych fosfolipidow. Podsumowujac /d charak-
teryzuje luzne upakowanie reszt acylowych, mozliwo$¢ swobodnego obrotu wokot
wiazan C-C i znaczna ruchliwos¢ czasteczek lipidow w blonie.

Waznym etapem w badaniach tratw lipidowych bylo wykrycie nowej formy
wspolnego wystgpowania w tej domenie blonowej cholesterolu i sfingolipidéw lub
glicerofosfolipidow o dlugotancuchowych, nasyconych resztach kwasow thuszczo-
wych, tj. stanu ciektego uporzadkowanego (/o) [65,96]. Lipidy w stanie /o wykazuja
wiasciwosci posrednie migdzy so a Id. W stanie /o reszty nasyconych dlugotancu-
chowych kwasow thuszczowych glicerofosfolipidow i sfingolipidéw sa rozciagnigte
podobnie jak w stanie so, ale oddzialywania z cholesterolem [63,93,128] utrudniaja
ich $ciste upakowanie umozliwiajac ruch czasteczek w blonie.
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Blony w stanie /d sa od dwustu [4,146,147] do ponad tysiac razy bardziej ptynne
niz w stanie so [131], a tylko kilka razy bardziej ptynne niz w stanie /o [22,32,102].
Z mieszaniny lipidow ,,typowych dla tratw lipidowych”: sfingomieliny z reszta kwasu
palmitynowego (preferujacego stan /o), fosfatydylocholiny o dwoch resztach kwasu
oleinowych (preferujacego stan /d) i cholesterolu w proporcji 1:1:1, uzyskamy
modelowa blong zawierajaca rozniace si¢ skladem, gruboscia i stopniem upakowania,
oddzielone od siebie fragmenty w stanie /o i /d.

W powstawaniu tratw lipidowych cholesterol ma podstawowe znaczenie [6,76,-
128] mimo tego, ze znane sa domeny, w ktorych sktadnikiem przewazajacym jest
sfingomielina [113] lub ceramid [44,62,165]. Rola choresterolu zostata podkreslona
w nowej definicji tratw lipidowych: ., Tratwy lipidowe sa matymi (10200 nm),
heterogennymi, wysoce dynamicznymi, bogatymi w sterole i sfingolipidy domenami,
ktore biorg udziat w regionalizacji proceséw zyciowych...”[112].

Od czasu wykrycia stanu lo jako ,trzeciego stanu” uporzadkowania lipidow
btonowych, zaleznego od cholesterolu, temperatury i rodzaju kwaséw tluszczowych,
wspolne wystepowanie fragmentéw w stanie /o i /d w blonach modelowych bylo
przedmiotem wielu prac [31,92]. W blonach modelowych domeny w stanie /o byty
dostrzegalne przy uzyciu réznych metod [55], przy czym wybor metody decydowat
o uzyskanym wyniku. Male mikrodomeny o $rednicy 40-50 nm wystgpujace w 40°C
w mieszaninie sfingomieliny, fosfatydylocholiny i cholesterolu mozna bylo obserwowaé
przy uzyciu [°’H] NMR i EPR, natomiast obserwacje w mikroskopie fluorescencyjnym
sktaniaty do wnioskéw, ze w temperaturze fizjologicznej domen nie ma [18]. Wielko$é
obserwowanych fragmentéw blony w stanie /o zalezna od rodzaju lipidéw uzytych
do jej otrzymania [20], w odpowiednich warunkach mogta z tatwoscia przekroczy¢
200 nm [15,148,149], tj. granicg¢ rozdzielczosci mikroskopu optycznego. Sposobem
na uzyskanie duzych fragmentow btony w stanie /o i Id okazalo si¢ sprzeganie jej
skfadnikow przy uzyciu przeciwcial [23] lub toksyny przecinkowca cholery (CT) [53].
W doswiadczeniach z CT sprzegnigcie gangliozydu GM1, ktory stanowit jedynie
okoto 1% wchodzacych w sktad btony lipidéw, prowadzitlo do pojawienia si¢
oddzielonych od siebie, kolistych, duzych fragmentéw blony w stanie lo. Zjawisku
temu towarzyszyla rowniez segregacja wprowadzonego do blony biatka LAT. Mozna
przypuszczaé, ze wykryte zmiany wlasciwosci blony modelowej przyblizaja zjawiska
zwigzane z przekazywaniem sygnatéw przez blony komdrkowe [131].

LIPIDY W STANIE /o 1 /d W BLONACH KOMORKOWYCH

Budowa bton komoérkowych oparta jest na tych samych fizykochemicznych
podstawach, ktére funkcjonuja w kilkuskladnikowych blonach modelowych. Setki
rozmaitych lipidow, tysiace biatek, wzajemne miedzy nimi oddzialywania, wystepo-
wanie glikokaliksu i szkieletu cytokomorkowego, a takze aktywne procesy, jak np.
endocytoza i egzocytoza, polaryzacja blony, adhezja i migracja komorek, czynia blone
komodrkowa trudnym, ale i fascynujacym obiektem badawczym. Do niedawna dane
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swiadczace o wspolnym wystepowaniu w blonach komérkowych domen w stanie /o i
Id byly stosunkowo nieliczne. Wprawdzie biatka GPI w egzoplazmatycznej [125], a
biatka acylowane w cytoplazmatycznej warstwie blony znajdowano w formie skupien
[115], jednak nie bylo dowoddw, ze obserwowane zjawiska sa zwiazane z
wystepowaniem blony w stanie /o lub /d. Wyjatek stanowito wykrycie duzych i trwatych
fragmentéw blony w stanie /o i /d w makrofagach [41], a takze obszerna praca o
wspolnym wystepowaniu domen blonowych w stanie /o i /d w komorkach nablonka
[94]. W komorkach nablonka wzajemny stosunek powierzchni blony w stanie /o i Id
zmienial si¢ wraz z temperatura. W temperaturze od 12°C do 25°C obszary blony w
stanie /o stanowily faze ciagla, w ktérej wystepowaly oddzielone od siebie fragmenty
w stanie /d. W 37°C sytuacja ulegta odwroceniu: obszary blony w stanie /d stanowity
faze ciagla z oddzielonymi od siebie fragmentami w stanie Jo. Tlumaczac trudnosci z
wykryciem duzych fragmentéow blony komoérkowych w stanie /o, odpowiadajacym
tratwom. Yethiraj i Weisshaar [159] przedstawili hipotezg rozwinigta ostatnio przez
Gomeza i wsp. [43], w mysl ktorej czynnikiem utrudniajacym powstawanie duzych tratw
sa biatka zwigzane z cytoszkieletem komdérkowym. Na jej korzys¢ swiadcza prace z
ogromnymi pecherzykami btony plazmatycznej (GMPV) [7,122] lub kulistymi
wypustkami [69,85] bedacymi fragmentami blony komorkowej pozbawionymi
cytoszkieletu. Stosujac metody mikroskopowe (miroskopii dwufotonowej i spektroskopii
korelacji fluoroscencji) w pecherzykach obserwowano duze fragmenty blony o
wlasciwosciach typowych dla fazy lo i Id w temperaturze ponizej 22°C. W kulistych
wypustkach w 37°C podziat blony na dostrzegalne przy uzyciu spektroskopii korelacji
fluorescencji makrodomeny zanikat, jednak mozna go bylo odtworzy¢, podobnie jak w
doswiadczeniach z wielkimi pecherzykami blonowymi (GUV) [53], sprzegajac
wystepujacy w blonie gangliozyd GM1 przy uzyciu CT [85]. Efekt sprzggania nie byt
wykrywany po usunigciu z komorek cholesterolu, mozna bylo zatem sadzi¢, ze mamy
do czynienia z domenami w fazie /o odpowiadajacymi definicji tratw lipidowych. Jak
czesto obserwujemy w badaniach tratw lipidowych uzyskane wyniki zalezaty od wyboru
metody. W odroznieniu od kulistych wypustkéw blony komorkowej [69], fragmenty w
stanie przypominajacym /o w ogromnych pecherzykach blonowych zawieraly, zgodnie
z oczekiwaniami, biatka GPI, ale nie obserwowano w nich bialek transbtonowych
wlasciwych tratwom lipidowym [122]. Kaiser i wsp. postuluja [69], ze bogata w
gangliozyd GM1 i bialka transblonowe faza tratw lipidowych w blonach komérkowych
wynika z wielu wzajemnych oddziatywan wchodzacych w jej sktad lipidow i biatek, a
nie tylko powinowactwa miedzy resztami nasyconych kwaséw tluszczowych a
cholesterolem, wystarczajacym do uzyskania stanu /o w blonach modelowych.

OPORNA NA DETERGENTY
FRAKCJA BELON KOMORKOWYCH - DRM

Detergenty stosowane sa od dawna do izolowania i oczyszczania biatek
blonowych, a takze do badania wtasciwosci bton [3,60,83]. Juz pierwsze
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doswiadczenia nad selektywnym rozpuszczaniem bton komoérkowych wskazywaty
na ich heterogennosé¢ [48,160], ale prawdziwa eksplozje prac poswieconych opornej
na w detergenty frakcji blon wywotlali Brown i Rose [12]. Traktowany Tritonem
X-100 homogenat komérek poddali ultrawirowaniu w gradiencie gestosci sacharozy
i na granicy gestosci miedzy 5% i 35% roztworu sacharozy otrzymali lekka, oporna
na rozpuszczenie w detergencie frakcj¢ blon komorkowych (DRM). Frakcja DRM
zawierala wigcej niz rozpuszczalna czes¢ blony cholesterolu i sfingolipidow, w tym
prawie wszystkie glikosfingolipidy oraz biatka GPI. Na podstawie doswiadczen ze
sztucznymi blonami fosfolipidowymi mozna bylo przypuszcza¢, ze lipidy frakcji DRM
odpowiadaja fragmentom blony w stanie /o [2,22]. Zaleznosci miedzy skiadem
lipidow i biatek frakcji DRM otrzymywanej w wyniku ekstrakcji detergentowe;j
komorek a wystepowaniem blon w stanie /o okazaly sie bardziej skomplikowane.
Uzyskany wynik zalezal nie tylko od wlasciwosci badanych komorek, ale takze od
rodzaju i stgzenia uzytego detergentu [121,126], temperatury ekstrakcji, a takze
warunkow ultrawirowania [24,77]. Roznice sktadu lipidowego i biatkowego frakcji
DRM wynikaja nie tylko z roznych warunkow ich izolacji, ale co wazniejsze, z
heterogennosci mikrodomen bfonowych [111] obserwowanej przy uzyciu rozmaitych
metod [16,61]. Uogodlniajac frakcja DRM charakteryzuje si¢ wyzsza zawartoscia
cholesterolu i sfingomieliny niz rozpuszczalne w detergencie fragmenty blony
plazmatycznej [35,110]. Na podstawie m.in. teoretycznych rozwazan Browna i
Londona [13] mozna sadzi¢, ze dlugotancuchowe, nasycone kwasy thuszczowe lokuja
lipidy w fragmentach btony nierozpuszczalnych w detergencie. Do podobnego
wniosku sklaniaja obserwacje nad wystepowaniem roznych form egzogennego
gangliozydu GM1 we frakcji DRM otrzymanych z komoérek HL60 [108]. Z takim
uogolnieniem nie zgadzaja si¢ wyniki pracy Pike i wsp. [110], ktérzy wykryli we
frakeji DRM w znacznej proporcji 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PIP,) z reszta
kwasu arachidonowego o czterech wiazaniach podwojnych, promujaca wystgpowa-
nie tego lipidu w rozpuszczalnej w detergentach frakcji blony. Wyjasnienie rozbiez-
nosci proponuje Brown [14] poshugujac si¢ przykladem biatka HIV1-Gag [120].
Biatko to miatoby wiaza¢ PIP, zamykajac reszte kwasu arachidonowego w
zaglebieniu wlasnej struktury, czemu towarzyszytaby ekspozycja zwiazanej z biatkiem
reszty kwasu mirystylowego. Reszta ta, a takze druga nasycona reszta stearyniano-
wa PIP,, wiazalyby biatko HIV1-Gag z fragmentem btony odpowiadajacym DRM.

Interesujacym skladnikiem wyizolowanej przez Brown i Rose frakcji DRM
okazaly si¢ bialka GPI niemajace fragmentu transblonowego. Dla biatek GPI frakcja
DRM i tratwy lipidowe maja szczegdlne znaczenie, nie tylko tlumaczac ich
sortowanie, ale takze wyjasniajac mechanizm przekazywania sygnatéw przez btony
[129]. Wystepowanie bialek GPI we frakcji DRM zalezy od reszty glikozylofos-
fatydyloinozytolu [88,143], poniewaz hybrydy z koncem lipidowym GPI zastapionym
fragmentem transblonowym innego biatka wykrywano w rozpuszczalnej w
detergentach frakcji blony. Waznym dla wystgpowania biatek GPI we frakcji DRM
jest nasycony charakter wchodzacych w ich sklad reszt kwasow tluszczowych
preferujacych faze lo. Maeda i wsp. [88] zaobserwowali, ze komorki chomika CHO
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moga w biatkach GPI wymienia¢ nienasycone reszty kwasow tluszczowych
nasyconymi resztami. Zjawisko to zwigkszato zawartosé tak zmodyfikowanych bialek
GPI we frakcji DRM. Pomimo tych spostrzezen nalezy pamigtaé, ze wysoka
zawartos¢ biatek GPI we frakcji DRM nie jest rownoznaczna z ich wystgpowaniem
w blonie komorkowej w formie skupien odpowiadajacym tratwom lipidowym. Sharma
i wsp. [125] stosujac FRET (Forster resonance energy transfer) wykryli, ze biatka
GPI wystepuja w wigekszosci w formie monomerow, a jedynie 20—40% czasteczek
tworzy mate skupienia. Podobny brak zgodnosci opisano dla bton modelowych, gdzie
alkaliczna fosfataza bedaca biatkiem GPI, wystepowala w okoto 30% we fragmen-
tach blony w stanie /o, natomiast jej odzyskanie we frakcji DRM przekraczato 90%
[68]. Jedna z pierwszych obserwacji wskazujaca na wystepowanie bialek GPI w
formie skupien opierala si¢ na tworzeniu si¢ ich dimerdw po potraktowaniu komorek
zwigzkami sprzggajacymi grupy NH, sasiadujacych czasteczek [36]. Nasza proba
powtorzenia tych wynikéw z komérkami Jurkat i biatkami CD55 i CD59 skonczyta
si¢ niepowodzeniem. Nie udato si¢ wykry¢ dimerow badanych biatek GPI, niezaleznie
od tego, czy postuzylismy si¢ sprzegaczami taczacymi grupy NH, czy tez SH [107].

Dla bialek peryferyjnych cytoplazmatycznej warstwy blony czynnikiem warunku-
jacym wystepowanie we frakcji DRM jest ich specyficzna modyfikacja polegajaca
na przylaczeniu do nich reszt kwasu palmitynowego lub mirystylowego [14]. Biatkami
ulegajacymi palmitylacji lub mirystylacji sa bialka G [103,162] oraz biatka Ras wazne
w przekazywaniu sygnatu kinazy Src [29]. Postep w poznaniu sposobu wystepowania
bialek Ras w tratwach lipidowych [28,47,54] ma swoj poczatek w pracach z
uzyciem ekstrakcji detergentem [119,114]. Wazna jest takze konformacja bialek,
poniewaz biatka H-Ras zwiazane z guanozynodifosforanem spotykamy w tratwach
lipidowych, a z guanozynotrifosforanem — poza tratwami.

Od dawna wiadomo, ze biatka transbtonowe ,,nie pasuja” do domen blonowych
w stanie /o [14]. Jak juz wspomniano, Kaiser i wsp. proponuja dla nich wystepo-
wanie fazy ,,podobnej do /o” utrzymywanej wigzaniami wodorowymi i wzajemnymi
oddzialywaniami miedzy biatkami i lipidami [69]. Yu i wsp. poréwnali wlasciwosci
kilkudziesigciu bialek frakcji DRM z komorek nerki szczura z biatkami transblono-
wymi wystepujacymi poza ta frakcja [161]. Okazalo sig¢, ze bialka transblonowe
frakcji DRM sa mniejsze i bardziej hydrofobowe niz biatka transblonowe zlokalizo-
wane poza ta frakcja. Brown [14], a takze ostatnio Leventhal i wsp. [81] zwracaja
uwage, ze palmitylacja bialtek transbtonowych sprzyja ich wystepowaniu we frakcji
DRM. Palmitylacja nie jest jednak wystarczajacym czynnikiem zapewniajacym
biatkom wzgledna nierozpuszczalno$¢ w detergentach [14]. Ostatnio Yang i wsp.
[158] opisali szereg palmitylowanych biatek wystgpujacych w wigkszej proporcji we
frakcji rozpuszczalnej w detergentach niz w DRM. Zalezno$¢ migdzy palmitylacja
bialek transbtonowych a ich wystgpowaniem we frakcji DRM jest przedmiotem
licznych badan i kontrowersji, widocznych w przypadku np. biatka LAT [64,84,164.-
166]. Biatko LAT jest palmitylowane na Cys26 i Cys29. Na podstawie prac czesci
badaczy, palmitylacja Cys26 wydaje si¢ szczegolnie wazna nie tylko ze wzgledu na
wystepowanie tego biatka we frakcji tratw lipidowych [164], ale rowniez ze wzgledu
na jego funkcje zwiazane z organizowaniem przekazywania sygnatu poprzez receptor
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TCR w komérkach Jurkat [84]. Inni autorzy przedstawili doswiadczenia, z ktorych wynika
ze wystgpowanie biatka LAT w tratwach lipidowych nie jest niezbedne do aktywacji
komérek T [166]. By¢é moze palmitylacja jest wazna nie dlatego, ze zapewnia
wystepowanie biatka LAT we frakcji tratw lipidowych, ale poniewaz moze by¢ sygnatem
warunkujacym jego transport z aparatu Golgiego do blony plazmatycznej [64].
Przykladem innego bialka transblonowego, dla ktorego nie znaleziono prostej zaleznosci
migdzy palmitylacja i wystepowaniem w DRM, jest receptor UNCS5H. Bialko to
spotykamy we frakcji DRM niezaleznie od palmitylacji, ale jego proapoptotyczna funkcja
zalezna jest zarowno od palmitylacji, jak i wystepowania we frakcji DRM [90].

Pomimo znacznego zainteresowania, nie znaleziono dotychczas uniwersalnych sekwencji
aminokwasowych sortujacych biatka transblonowe do frakcji DRM [14]. Wiadomo natomiast,
ze dla niektorych takich biatek wystepowanie we frakcji DRM lub jej odpowiedniku otrzymanym
bez detergentu [156], zalezy od budowy fragmentéw pozakomodrkowych [155,156],
transblonowych [14,38,46,97] lub wewnatrzkomorkowych [14,144,157].

FRAKCJA DRM NIE ODPOWIADA BEZPOSREDNIO
TRATWOM LIPIDOWYM, ALE....

Po kilkunastu latach doswiadczen i opublikowaniu kilku tysigcy doniesien
dotyczacych frakeji DRM wiadomo, Ze nie jest ona jednoznaczna z tratwami lipido-
wymi [82]. Najpowazniejsze zastrzezenia dotyczace uzycia detergentow do izolowania
domen przedstawili Heerklotz i wsp. [58,59]. Zdaniem tych autoréw, w blonach
modelowych zbudowanych z DPPC, SM, i cholesterolu (1:1:1) dodatek Triton X-100
powoduje segregacje czasteczek SM i cholesterolu od DPPC, a zatem formowanie
domen w stanie /o. Nie wiadomo, jaki jest zakres tego zjawiska [14]. Na przyktad
Staneva i wsp. [137] nie zaobserwowali w wielkich pecherzykach btonowych (GUV),
formowania si¢ domen pod wptywem detergentu. Ze spostrzezeniami tymi zgadzaja
sie wyniki Gamer i wsp. [39], ktorzy badali rozpuszczanie blon przez rdzne detergenty
przy uzyciu mikroskopii sit atomowych i mikroskopu konfokalnego.

Interesujace obserwacje o wystgpowaniu w warunkach fizjologicznych domen
blonowych odpowiadajacych frakcji DRM opublikowali Brugger i wsp. [17].
Stwierdzili oni, ze lipidom wirusa HIV otrzymywanego bez uzycia detergentu ma
sktad bardzo podobny do lipidomu frakcji DRM otrzymanej z zainfekowanych i
zdrowych komorek. Opisane zjawisko jest obserwowane rowniez u innych wirusow.
Analiza lipidomu otoczki vesicular stomatitis virus 1 semliki forest virus wykazata,
ze nie roznit si¢ od lipidomu blony komoérek, w ktérych namnazaly si¢ [70]. Tratwy
lipidowe sa prawdopodobnie zaangazowane nie tylko w proces uwalniania z komoérek
wirusow, ale réwniez w proces wejscia wirusa do komorki [72]. Zatem tratwy
lipidowe sa potencjalnymi ,,wrotami” zakazen wirusowych.

Ostatnio Levental i wsp. badali wystepowanie w ogromnych pecherzykach blony
plazmatycznej (GPMV) lipidow w stanie /o i /d w zaleznosci od temperatury i
zawartosci cholesterolu [80]. Okazalo si¢, ze zmiany powierzchni fragmentow blony
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w stanie /o sa Scisle skorelowane ze sktadem blony odzyskanej we frakcji DRM.
Mozna zatem przypuszczaé, ze w odpowiednich warunkach detergent pozwala na
badanie domen btonowych sam nie powodujac ich powstawania. Nowsze modyfi-
kacje izolacji frakcji DRM, a takze lekkiej frakcji blon komorkowych otrzymywanej
bez uzycia detergentéw przedstawit Quinn [116]. W naszych badaniach poréwnywa-
liSmy wystepowanie réznych form gangliozydu GM1 we frakcji DRM i we frakcji
lekkich blon komdrkowych otrzymywanych metoda bezdetergentowa [106]. Metoda
ta, oparta na dezintegracji blon komérkowych w 0,5 M Na CO, [133] pozwalala
na oczyszczenie kaweoli, natomiast okazala si¢ malo przydatna do rozdzielenia
mikrodomen, rézniacych si¢ rozpuszczalnoscia w Triton X-100 [106].

Od dawna wiadomo, ze wspdlne wystepowanie bialek i lipidéow we frakcji DRM
nie swiadczy o ich bliskosci w btonie [87,98,154]. Pomimo to, ekstrakcja blon
komoérkowych detergentem, po ktorej zwykle nastepuje ultrawirowanie w gradiencie
gestosci, jest popularng metoda badania ,,tratwofilnosci” biatek i lipidéw [152], a takze
podstawowa metoda stosowana w proteomice domen blonowych, w tym tratw
lipidowych [33]. Aby ograniczy¢ niedoskonatosci tej techniki, nalezy oceni¢ stopien
rozpuszczenia fragmentéw blony w stanie /d i stane /o stosujac metody mikroskopowe
[39], kontrolowac stopien usunigcia cytoszkieletu oraz doda¢ do gradientu niewielka ilosci
detergentu, aby zapobiec odtwarzaniu fragmentow rozpuszczonych bton [77]. Jako
kontrole nalezy uzywaé blony komorkowe, z ktorych usunigto cholesterol [33,34].

TRATWY LIPIDOWE JAKO ,,PLATFORMY SYGNALOWE”

Tratwy lipidowe stanowia interesujaca koncepcj¢ budowy blon komoérkowych
ulatwiajaca interpretacje takich procesow, jak: adhezja, sortowanie i transport lipidow i
bialek oraz przekazywanie sygnaléw przez blong komodrkowa [79,57,101,129]. W
przekazywaniu sygnalow tratwy lipidowe wydaja si¢ szczegdlnie istotne, poniewaz skupiaja
lub wykluczaja poza swoj obreb okreslone biatka i lipidy [57,129]. Na zaangazowanie
tratw lipidowych w tym procesie wskazuja takze badania ich proteomu, wzbogaconego
w bialka aktywne w przekazywaniu sygnatéow [33]. Nanodomeny moga takze
wystgpowaé w wyniku sprzegania odpowiednimi ligandami i stanowi¢ sktadniki wigkszych,
stosunkowo trwatych domen, np. synapsy immunologicznej [42].

Tratwy lipidowe moga funkcjonowac jako ,,platformy sygnatowe” [84], ktore w
sposéb optymalny ulatwiaja wzajemne oddzialywanie réznych zawartych w nich
bialek [101]. Przykladem jest wchodzace w sklad traw lipidowych jedno z bialek
GPI, biatko CD59 aktywne w uwalnianiu wewnatrzkomérkowego Ca®" pod
wplywem C8 dopetniacza [140, 141]. Zjawisko to opisuja Suzuki i wsp. postugujac
si¢ metoda sledzenia pojedynczych czasteczek. Badali oni charakter ruchu kilku-
czasteczkowych skupien CD59 powstatych w wyniku sprzegania przeciwcialem lub
C8 dopetniacza [140,141]. Uzyte przeciwcialo lub fragment Fab bylo zwiazane z
mikrokuleczkami ztota. Jednoczesnie autorzy badali ruch pojedynczych czasteczek
trzech fluoryzujacych bialek: kinazy biatkowej Lyn, biatka Gai2 i fosfolipazy Cy
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(PLCy). Wymienione biatka roznia si¢ lokalizacja w blonie: CD59 wystepuje w
warstwie egzoplazmatycznej, Lyn w warstwie cytoplazmatycznej, a Gai2 i PLCy
oscyluja miedzy blona a cytoplazma [140,141].

Okazalo sie, ze ze skupieniem CD59 taczy si¢ biatko Lyn na 200 ms, a nastgpnie
biatko Gai2 na 133 ms. Po przylaczeniu bialka Gai2 zmienia si¢ charakter ruchu
skupien CD59. Przed sprzegnigciem CD59 porusza si¢ wykazujac typowa ,.skokowa”
dyfuzje [99], a po sprzegnieciu, skupienia CD59 wykazuja dwa rodzaje ruchu. Ruch
»Zwykly” trwajacy okoto 1200 ms oraz okres unieruchomienia (STALL) trwajacy
550 ms nastgpujacy po przylaczeniu biatek Lyn i bezposrednio Gai2. Warunkiem
wystepowania STALL jest aktywacja kinazy Lyn przy udziale Gai2 [141] oraz
niezmieniony cytoszkielet mikrofilamentow aktyny. Unieruchomiony przez polaczenie
z wtokienkami aktyny kompleks CD59 z biatkami Lyn i Gai2 stanowi mikrodomene,
do ktorej przylacza si¢ PLCy i hydrolizuje PIP, z uwolnieniem trifosforan inozytolu
(IP,). Prowadzi to do wzrostu cytoplazmatycznego stezenia Ca’". Autorzy wykazali,
ze za hydroliz¢ PIP, odpowiada prawie wylacznie PLCy zwiazana przejsciowo
(250 ms) z kompleksem CD59 w formie STALL [140].

Na udzial ,,nano” tratw lipidowych w przedstawionym procesie wskazuja nizej
przedstawione obserwacje. Sprzeganie hybrydowego CD59 z fragmentem GPI
zastapionym odcinkiem transblonowym z innego biatka nie prowadzi do aktywacji
Lyn i jakichkolwiek dalszych efektow. Usunigcie cholesterolu ograniczato w formie
STALL i aktywacje Lyn do 20-25% wartosci kontrolnych i catkowicie znoszac
powstawanie IP, i zmniejszato uwalnianie Ca*". Efekt usuniecia cholesterolu mozna
byto odwrdéci¢ podajac egzogenny cholesterol komérkom. Sprzeganie dioleoilolfos-
fatydylocholiny (glicerofosfolipid tratwofobowy) nie prowadzito do aktywacji Lyn ani
do wzrostu cytoplazmatycznego Ca?’. To ostatnie spostrzezenie rézni si¢ od
obserwacji innych autorow, ktorzy otrzymali dwa modelowe fosfolipidy zbudowane
z fosfatydyloetanoloaminy (PE) z resztami kwasu palmitynowego (,,tratwofilne”) lub
oleinowego (,.tratwofobowe™) z przylaczonymi czasteczkami biotyny [151]. Po
wprowadzeniu modyfikowanych fosfolipidéw do bton komérkowych (od 5 x 10° do
6 x 10° czasteczek na komorke) zbadano ich wystepowanie we frakcji DRM, a
takze przenoszenie za ich posrednictwem sygnatéw poprzez blony [151]. Okazalo
si¢, ze sprzeganie przeciwcialem anty-streptawidyna kompleksu fosfolipid-biotyna-
awidyna powodowalo w podobnym stopniu fosforylacje¢ biatka LAT i wzrost
cytoplazmatycznego Ca®’, niezaleznie od budowy reszt kwaséw thiszczowych
fosfolipidu. Wystepowanie ,.tratwofilnej” i ,.tratwofobowej” pochodnej PE we frakcji
DRM bylo zgodne z oczekiwaniami: dipalmitoilo-PE-biotyna wystegpowata w znacznej
proporcji w DRM, a dioleoilo-PE-biotyna catkowicie poza nig [151]. Omawiana
praca, poza zaletami, ma dwa podstawowe ograniczenia: badano efekt sprzegania
pochodnych fosfolipidow wprowadzonych do blony plazmatycznej w stezeniu kilkaset
razy wigkszym niz uzyte w pracy Suzuki i wsp [140], a takze otrzymano frakcje
DRM stosujac tylko jedno stezenie jednego detergentu Tritonu X-100.

Oba ograniczenia wydaja si¢ istotne w sSwietle pracy Otahala i wsp. [104]
dotyczacej zjawiska cieszacego si¢ duzym zainteresowaniem biologdw, a mianowicie
roli tratw lipidowych w aktywacji receptora TCR limfocytow [8,56,73,91]. Podstawo-
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we znaczenie w tym procesie pelni wspomniane juz adaptorowe biatko LAT
[64,84,164,166]. W 2005 roku Zhu i wsp. [166] opublikowali prace podwazajaca
udzial tratw lipidowych w procesie aktywacji receptora TCR [25,166]. Autorzy
otrzymali hybryde bialkowa zbudowana z fragmentu transblonowego biatka LAX,
wystepujacego poza tratwami i fragmentu cytoplazmatycznego biatka LAT. Okazato
si¢, ze po ekstrakcji komorek Tritonem X-100, hybryda LAX-LAT znalazta si¢ we
frakcji rozpuszczalnej blony, mimo to skutecznie zastgpowala biatko LAT w jego
funkcjach [166]. Otahl i wsp. [104] rozszerzyli doswiadczenia Zhu i wsp. [166]
wprowadzajac ekstrakcje bton detergentem Brij-98. Otrzymali oni nowa hybryde
biatkowa CD25-LAT jeszcze bardziej .tratwofobowa” niz LAX-LAT i co
najwazniejsze sprawdzili przekazywanie sygnatu przy réoznym stopniu ekspres;ji biatek
LAT, LAX-LAT i CD25-LAT. To ostatnie doswiadczenie wykazato, ze przy niskim
poziomie ekspresji efektywnosé aktywacji komoérek, mierzona wzrostem cytoplazma-
tycznego Ca®’, jest zalezna od ,tratwofilnosci” biatka LAT i jego hybryd.

O udziale tratw lipidowych w procesie aktywacji receptora TCR swiadcza takze
wyniki zawarte w pracy Zecha i wsp. [163]. Autorzy zbadali sktad biatkowy i
lipidowy fragmentow blony rozdzielonych po dodaniu do komorek Jurkat przeciwciata
anty-CD3 lub przeciwciala anty-receptor transferyny zwiazanych z kuleczkami
polistyrenowymi. Receptor TCR wystepuje w blonie limfocytéw razem z kompleksem
CD3 i przylaczenie kuleczek z przeciwciatem prowadzi do jego aktywacji. Powsta-
jace w tym procesie domeny mozna wraz z kuleczkami wyizolowa¢ i zbadac
wchodzace w ich sklad lipidy i biatka. Analiza metoda spekrometrii masowe;j
wykazala, ze aktywacji receptora TCR w zawierajacej go domenie towarzyszy
wzrost ilosci cholesterolu, sfingomieliny i fosfatydylocholiny o nasyconych resztach
kwasow tluszczowych, a wigc lipidow formujacych tratwy lipidowe [163].
Przedstawione wyniki zgadzaja si¢ z wczesniejsza praca, w ktorej Gaus i wsp. [40]
stosujac metody biofizyczne wykazali wzrost upakowania lipiddow w domenach
powstajacych podczas aktywacji receptora TCR.

BLONY TO NIE TYLKO TRATWY

Shaik i Eddidin zwracaja uwage na wystepowanie w blonach domen o
wiasciwosciach bedacych przeciwienstwem tratw lipidowych [123]. Takie mikrodo-
meny, o Srednicy okoto 20 nm, zawierajace PE z resztami kwasu dokozaheksa-
enowego (DHA), wielonienasyconego kwasu tluszczowego w-3, obserwowano w
liposomach [134]. Czynnikiem powodujacym ich powstawanie byl cholesterol
,unikajacy” kontaktu z PE zawierajaca reszty kwasu dokozaheksaenowego [134].
Ostatnio Shaik wysunal hipotezg, w mysl ktérej glicerofosfolipidy zawierajace reszty
kwasu dokozaheksaenowego dostaja si¢ do tratw lipidowych formujac ,,wlasne”
mikrodomeny zwigkszajace wielkos¢ tratw i modyfikujace ich funkcje [124].
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Specjalnym rodzajem domen sa ,.tratwy” ceramidowe [10,136]. Obserwujemy je
w btonach modelowych lub w blonach plazmatycznych po dodaniu ceramidu lub
jego powstaniu z sfingolimieliny w wyniku dziatania sfingomielinazy. W blonach
modelowych ceramid wypieral cholesterol z domen w stanie /o [95], a razem ze
SM wystepowal w formie $cisle upakowanych mikrodomen w stanie so [135]. W
btonach modelowych mikrodomeny bogate w ceramid badane metoda FRET, nie
laczyly si¢ w duze ,,platformy” ceramidowe [127]. Odmienne obserwacje przedstawili
Ira i Johston [66,67]. Zaobserwowali oni, postugujac si¢ metoda mikroskopii sit
atomowych i technikami fluorescecyjnych, powstawanie duzych domen ceramido-
wych podczas traktowania bton modelowych sfingomielinaza. By¢é moze domeny
takie sa zaangazowane podczas oligomeryzacji biatlek CD95 (bedacych receptorami
Fas) rozpoczynajacych apoptoze [136]. Zaobserwowano, ze programowang Smieré¢
komorek, zawierajacych aktywna sfingomielinaze, moga uruchomic nie tylko ligandy
receptorow Fas, lecz réwniez promieniowanie y, UV-A i UV-C, niektore chemo-
terapeutyki, bakterie oraz wirusy. Wszystkie te czynniki odpowiadaly za powstanie
oksydacyjnego stresu w badanych komorkach. Komoérkami odpornymi na dziatanie
egzogennych czynnikow proapototycznych sa komorki i organizmy pozbawione
sfingomielinazy [10].

Innymi domenami niz tratwy lipidowe sa takze glikosynapsy, zaangazowane w
procesach adhezji komorek i przenoszeniu sygnatu [9,49,51,52]. Charakteryzuja sie
one w przeciwienstwie do ,,typowych” tratw lipidowych mniejsza wrazliwos$cia na
usuwanie cholesterolu i selektywna rozpuszczalnoscia w detergentach [52]. Z
wystepowaniem glikoprotein i glikosfingolipidéw lacza sie ,.siateczki” i ,,drabinki”
powstajace w wyniku sprzegania fragmentéw cukrowcowych tych glikokonjugatow
przez galektyny [79].

Niehomogenne wystgpowanie w blonie glikosfingolipidéw i ich maskowanie przez
inne sktadniki btony znane byto od dawna [50,145] Ostatnio Mahfound i wsp. [89]
wykazali, ze glikosfingolipidy w btonach wystepuja w dwu formach: wykrywalnej
przez specyficzne dla nich biatka i w formie ,,zamaskowanej” niewigzacej takich
biatek. Odslonigta i ukryta formy glikosfingolipidow wystepowaty w rézniacych sie
gestoscia nierozpuszezalnych w detergencie frakcjach blony. Mozna zatem przypusz-
czaé, ze wystepowaly w roznych domenach btony komorkowej.

Pomimo znacznej liczby, przynajmniej pozornie sprzecznych informacji tratwy
lipidowe wydaja si¢ by¢ trudne w badaniu, ale nie sa ,,iluzoryczne” [98]. Ostatnio
zostaly one dostrzezone metoda pozwalajaca sledzi¢ domeny o wymiarach mniej-
szych niz dtugosc fali swietlnej [27], a wigc przysziosé nalezy do nowoczesnych
metod mikroskopowych.
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