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Streszczenie: Klasyczny model struktury blony komoérkowej zaproponowany przez Singera i Nicolsona
w 1972 roku zostat ostatnio zmodyfikowany. Badania wykazaty, ze czasteczki lipidow w btonie komor-
kowej nie maja przypadkowego rozmieszczenia, lecz tworza mikrodomeny wzbogacone w cholesterol,
sfingolipidy i gangliozydy. Te mikrodomeny lipidowe (zwane tez raftami lipidowymi) zostaty uwidocz-
nione w zywych komorkach za pomoca technik mikroskopii fluorescencyjnej, mikroskopii wykorzystu-
jacej skanowanie powierzchni komorek sonda (scanning probe microscopy) oraz mikroskopii elektro-
nowej mrozeniowej. Rafty moga by¢ oczyszczane za pomoca ultrawirowania lub flotacji. Rafty lipido-
we petnig kluczowa rolg w metabolizmie komorki poprzez ich zwiazek z réznymi waznymi molekutami
btonowymi, takimi jak: cytokiny, receptory czynnikow wzrostowych, receptory smierci lub nierecepto-
rowe kinazy biatkowe. W tej pracy przedstawiamy przeglad zebranych informacji dotyczacych roli
raftow lipidowych w homeostazie komorki oraz w patogenezie choréb zakaznych, nowotworowych,
przewleklego zapalenia, cukrzycy i choréb degeneracyjnych centralnego uktadu nerwowego.

Stowa kluczowe: mikrodomeny lipidowe (=rafty lipidowe), cholesterol, gangliozydy, receptory czynni-
kow wzrostowych.

Summary: The classical bilayer model of cell membrane structure proposed by Singer and Nicholson in
1972 has recently been modified. Research has shown that lipid molecules in the membrane do not
have a random horizontal distribution but form submicroscopic domain enriched in cholesterol, sphin-
golipids and gangliosides. These lipid microdomain (also named lipid rafts) have been visualised in
living cells by a variety of methods including fluorescence microscopy with lipid-specific probes, scan-
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ning probe microscopy and cryoelectron microscopy. Rafts can be purified by ultracentrification and
flotation techniques. Lipid rafts play a key functional role in cell metabolism by means of their associa-
tion with a variety of important membrane molecules, including cytokine and growth factor receptors,
death receptors or non-receptor protein kinases. In this paper we briefly review the role of lipid rafts in
cell homeostasis and their pathogenic significance in infection diseases, cancer, chronic inflammation,
diabetes and degenerative disorders of the central nervous system.

Key words: lipid rafts, cholesterol, gangliosides, plasma membrane, growth factor receptors.

Mozaikowa struktura bton biologicznych zaproponowana w 1972 roku przez Singera
i1 Nicholsona byta przez wiele dziesigcioleci traktowana jako ostateczna. Wedhug tego
modelu btony biologiczne sktadaja sig¢ z homogennej, podwojnej warstwy glicerofos-
folipidow zbudowanej gtéwnie z fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanolaminy i fosfaty-
dyloseryny z domieszka sfingolipidow. Polarne grupy fosfolipidow zwrocone sa na
zewnatrz i kontaktuja si¢ ze srodowiskiem wodnym, natomiast hydrofobowe tancuchy
kwasow thuszczowych zwrdcone sa do $rodka btony. Glicerofosfolipidy w btonach
komorkowych zawieraja zwykle nienasycony tancuch w pozycji sn-2, co wzmaga
,,plynnos¢” i termodynamiczna niestabilno$¢ bton. Dlatego tez w btonach komérkowych
znajduje si¢ cholesterol, ktorego funkcja jest stabilizacja bton poprzez ,,wypetnianie”
przestrzeni pomig¢dzy nienasyconymi tancuchami acylowymi a co za tym idzie
zwigkszenie uporzadkowania i stabilnosci fosfolipidoéw (ryc. 1A, 1B) [36]. W btonach
komorkowych znajduja si¢ rowniez biatka petniace funkcje receptorowe i sygnalizacyjne
w komorkach oraz inne komponenty lipidowe, gtéwnie sfingofosfolipidy i glikolipidy.

Mozaikowy model bton biologicznych ttumaczy wiele zjawisk w zakresie fizjologii
komorkowe;j. Nie jest jednak w stanie utrzymac si¢ w konfrontacji z nowszymi wynikami
badan nad struktura bton plazmatycznych. W przeciwienstwie do tradycyjnego modelu,
gdzie cholesterol i glicerofosfolipidy sa rownomiernie rozproszone w btonie komorkowe;j,
wydaje si¢ obecnie, iz cholesterol, sfingo- i glikolipidy zaggszczone sa w matych
obszarach bton, tworzac swoiste mikrodomeny lipidowe. Sa one rdwniez nazywane
raftami lipidowymi. Nazwa rafty lipidowe (ang. lipid rafts) utworzona zostala na
podstawie pewnego podobienstwa zgrubiatych mikrodomen do tratw (ang. rafts)
ptywajacych po gladkiej tafli wodnej, ktora w przypadku bton odpowiada warstwie
fosfolipidow (ryc. 1B).

W niniejszej pracy strescimy dane doswiadczalne sugerujace istnienie raftow.
Opiszemy takze centralne znaczenie tych struktur w regulacji aktywnosci receptorow
btonowych, sygnalizacji komorkowej oraz w niektorych procesach patologicznych.

WIELKOSC RAFTOW LIPIDOWYCH
1 ICH ROZMIESZCZENIE W KOMORCE

Rafty lipidowe mozna zdefiniowa¢ jako odgraniczone mikroobszary (domeny) w
btonach komorkowych, ktére charakteryzuja si¢ wigksza gruboscia i gestoscia frakcji
lipidowej oraz zwigkszong zawartoscia cholesterolu i glikolipidow niz otoczenie. Struktura
mikrodomenowa obserwowana jest nie tylko w zywych komorkach, ale takze w
sztucznie utworzonych membranach sktadajacych si¢ z mieszaniny fosfolipidow,
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RYCINA 1. Gléwne lipidy obecne w btonach komoérkowych i ich udzial w powstawaniu raftow
lipidowych: A: Blony komorkowe tworzone sa przez mieszaning glycerofosfolipidéw (takich jak
fosfatydylocholina, fosfatydyloetanolamina i fosfatydyloseryna), sfingolipidow (ceramidy i
sfingofosfolipidy), glikolipidow (cerebrozydy, gangliozydy)i cholesterolu. Glicerofosfolipidy zawieraja
czgsto nienasycony tancuch kwasu ttuszczowego (np. kwas oleinowy), natomiast sfingolipidy zawieraja
glodwnie reszty nasycone. Neutralne glicecerofosfolipidy, takie jak fosfatydylocholina, znajduje si¢ w
obu listkach blony komoérkowej, ttuszcze o tadunku negatywnym (fosfatydyloseryna i fosfaty-
dyloetanolamina) oraz prawdopodobnie cholesterol znajdowane sa gtdéwnie w listku wewngtrznym

cholesterolu i sfingolipidow na powierzchni buforu. Metoda ta, od nazwisk odkrywcow
nazywana technikg Langmuira-Blodgetta, jest szeroko stosowana w badaniach
biofizycznych i termodynamicznych wtasciwosci raftow lipidowych (doktadny opis
metody znalez¢ mozna w nastgpujacych publikacjach: [10, 75, 55]).

Na podstawie eksperymentow technikq Langmuira-Blodgetta przewidziano, iz rafty
lipidowe powinny by¢ obecne w btonach komorkowych w warunkach fizjologicznych.
Jednakze wizualizacja raftow napotyka powazne problemy metodologiczne. Najprostsza
metoda jest wizualizacja ogniskowych zageszczen cholesterolu i glikolipidow w btonach
komorkowych przy pomocy swoistych barwnikoéw fluorescencyjnych, takich jak np.
filipina III czy podjednostka B toksyny cholery — CTXB (ang. cholera toxin B-subunit).
Polienowy antybiotyk, filipina III, wiaze si¢ swoiscie z cholesterolem wykazujac
absorpcje w ultrafiolecie i emisje¢ fluorescencji w zakresie §wiatla niebieskiego. CTXB
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RYCINA 1. Gtéwne lipidy obecne w btonach komoérkowych i ich udziat w powstawaniu raftéw lipidowych:
B: Rafty lipidowe to obszary, gdzie dochodzi do agregacji thuszczoéw posiadajacych reszty nasyconych
kwasow thuszczowych (gangliozydy i sfingolipidy). Cholesterol spetnia funkcje ,,wypelniacza’ obszarow
pomigdzy nienasyconymi fancuchami kwaséw ttuszczowych, dodatkowo zwigkszajac upakowanie reszt
hydrofobowych czasteczek thuszczu, a co za tym idzie, stabilizacjg raftow.

C: Interakcje biatek z raftami lipidowymi — Hydrofobowe odcinki biatek transmembranowych (np.
receptor EGF) oddziatuja bezposrednio z hydrofobowymi resztami glicerofosfolipidow, sfingolipidow i
cholesterolu. Biatka niebgdace biatkami transmembranowymi ulegaja kowalencyjnym modyfikacjom
pozwalajacym na stabilne taczenie si¢ z raftami. Do najwazniejszych modyfikacji zaliczamy grupy
glikozylofosfatydyloinozytolowe (GPI) oraz dotaczenie reszt kwasow tluszczowych: mirystylacja (fancuch
nasycony 14-weglowy) i palmitylacja (fancuch nasycony 16-weglowy). Biatka potaczone za pomoca
GPI znajdujq si¢ glownie w listku zewngtrznym blony, natomiast biatka acylowane — po stronie
wewngtrznej (cytoplazmatycznej). Pojedyncza mirystylacja jest z reguly niewystarczajaca dla stabilnego
osadzenia biatka w blonie. Trwalq interakcje biatka z blona osiaga si¢ wskutek podwojnej acylacji
(mirystylacja + palmitylacja) lub wskutek interakcji dodatnio natadowanej domeny biatka z negatywnie
natadowanymi czasteczkami fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy

wigze si¢ swoiscie z gangliozydem GM 1, obecnym w raftach lipidowych. Barwienie
komorek przyzyciowo filiping III i koniugatem CTXB z fluorochromami (np. z
fluoresceina, CTX-FITC) wykazuje w niektorych komoérkach plamiste barwienie bton.
Obszary o zwigkszonej fluorescencji odpowiadaja przypuszczalnie raftom lipidowym
(ryc. 2). Obszary barwliwe przy pomocy filipiny lub CTXB sa stosunkowo duze
(mikrometry), co jest wartoscia o kilka rzedow wigksza niz $rednica raftéw w btonach
Langmuira-Blodgetta. Swiadczy to o tym, ze w warunkach fizjologicznych rafty nie
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RYCINA 2: Rafty lipidowe w keratynocytach ludzkich w hodowli. Komorki barwiono przyzyciowo
koniugatem podjednostki B toksyny cholery z fluorosceina (zielona fluorescencja) i obserwowano w
konfokalnym mikroskopie fluorescencyjnym. Strzatki wskazuja na konglomeraty raftéw lipidowych.
Zawarto$¢ raftow lipidowych w komorkach zalezy od stopnia zréznicowania; w komoérce A) zawarto$c
raftow jest wysoka, natomiast btona komorki B) barwi sig stabo

wystepuja pojedynczo, ale w konglomeratach. Dlatego tez zaproponowany zostat termin
okreslajacy je jako ,,flotylle” raftow [47].

Technika barwienia w mikroskopii fluorescencyjnej moze by¢ jednak krytykowana
z kilku wzgledow. Po pierwsze, barwniki fluorescencyjne moga poprzez wiazanie si¢ z
raftami wptywac¢ na ich strukture. Jest to szczegolnie wazne w odniesieniu do filipiny
111, ktora wiazac si¢ z cholesterolem powoduje jego sekwestracj¢ z btony, co przy
dhugotrwatej inkubacji ma wplyw destrukcyjny na funkcje raftow. Po drugie, w
niektorych komorkach, takich jak limfocyty, barwienie CTXB uwidacznia strukturg
domenowa tylko po wiazaniu krzyzowym z przeciwcialem. Mozna wigc przypuszczac,
iz naturalnie wystepujace rafty maja wielko$¢ mniejsza niz rozdzielczo$¢ mikroskopu
fluorescencyjnego i dopiero agregaty raftow moga by¢ uwidocznione. Mimo to dzigki
swej tatwosci barwienie filiping i CTXB to w dalszym ciagu najbardziej rozpowszech-
nione metody wizualizacji raftow w komorkach. Dzigki nim mozliwe jest uwidocznienie
domen lipidowych w takich komorkach, jak: limfocyty, makrofagi, komorki tuczne,
neurony, keratynocyty i w wielu typach komorek nowotworowych.
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Do bardziej wyrafinowanych, lecz mniej rozpowszechnionych technik obrazowania
raftow nalezy metoda mikroskopii wykorzystujacej skanowanie sonda (scanning probe
microscopy) [75], fluorescencyjna mikroskopia polaryzacyjna [68], mikroskopia krioele-
ktronowa [21] oraz mikroskopia fluorescencyjna komorek transfekowanych konstruk-
tami kodujacymi specyficzne biatka wiazace sig z raftami potaczonymi z GFP lub YFP
(ang. green fluorescent protein, yellow fluorescent protein).

Wielkos¢ raftow i ich ruchomos¢ w btonie zostata oceniana technikami czynnosciowymi
FRAP (ang. fluorescence recovery after photobleaching) czy FRET (ang.
Sfluorescence resonance energy transfer). Metoda FRAP polega na przyzyciowym
barwieniu komorek fluorochromem (np. CTXB-FITC lub transfekcja plazmidem
kodujacym pewne biatko btonowe potaczonym z GFP), a nastgpnie dezaktywacji
fluorescencji (ang. bleaching) w matym regionie komorki. Czas potrzebny do odzyskania
fluorescencji (ang. fluorescence recovery) jest proporcjonalny do stopnia ruchomosci
pozostatych czasteczek fluorochromu w blonie. Metoda FRET pozwala na pomiar
odlegtosci i ruchomosci czasteczek. Wynika to ze zdolnosci znajdujacych sig bardzo blisko
siebie czasteczek dwu roznych fluoro-chromoéw do rezonansowego przekazywania energii.
Zastosowanie obu metod doprowadzito jednak do sprzecznych wnioskéw odnosnie
struktury raftow lipidowych. Wykazano, ze w niektorych komorkach domeny lipidowe
sa bardzo niestabilne i bardzo matej wielkosci (rzgdu 20—100 nm) [68, 51], natomiast w
innych obecne sa wigksze i bardziej stabilne struktury lipidowe [57]. Nasuwa to wniosek,
ze wielko$¢ 1 ruchomos¢ raftow lipidowych jest rézna w réznych typach komorek.

Interesujace sa takze dane pokazujace rozmieszczenie raftéw w réznych typach
komorek. W spolaryzowanych komorkach nabtonkowych i neuronach rafty skoncen-
trowane sa w apikalnej i aksonalnej btonie plazmatycznej. W izolowanych limfocytach
i fibroblastach rafty rozmieszczone sa bez wyraznej polaryzacji [20].

Fibroblasty pobudzone do migracji wykazuja wyrazna koncentracje raftow na
wypustkach [20]. Keratynocyty w hodowli wykazuja koncentracj¢ raftow na obrzezach
komorki, co zaakcentowane jest w starszych jednowarstwowych hodowlach [18].
Przyktadem tkanki charakteryzujacej si¢ nierownomiernym rozmieszczeniem raftow
w komorkach jest naskorek. Rafty spotykane sa jedynie w keratynocytach w warstwie
podstawnej i to gtownie w komorkach o zwigkszonej aktywnos$ci mitotycznej (tzw.
transit amplifying cells) [1]. Tak, wigc rozmieszczenie raftow w komorkach jest
zalezne od typu komorki oraz od jej stanu czynnos$ciowego.

IZOLACJA RAFTOW I ICH SKEAD BIOCHEMICZNY

Jak wspomniano powyzej, struktura molekularna raftéw charakteryzuje si¢
zwigkszonym stopniem uporzadkowania czasteczek lipidowych wynikajacym
bezposrednio z bocznego ruchu czasteczek [5]. Bardziej Sciste upakowanie lipidow w
raftach prowadzi do zwigkszonej opornosci raftow na detergenty. Ta wlasnie wlasciwosc¢
jest powszechnie wykorzystywana do izolacji raftow. Komorki (lub tkanki) poddaje si¢
dziataniu detergentu w takich warunkach, aby rozpuszczona zostala blona komorkowa
bez naruszenia struktury raftow. Najczgsciej uzywany jest 1% Triton X-100 w
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temperaturze 4°C lub Brij 98 w temperaturze 37°C. Nastgpnie rafty izolowane sa na
gradiencie sacharozy lub Opti-Prep poprzez dtugotrwale ultrawirowanie (flotacj¢) [45].
Tak oczyszczone rafty nazywa si¢ frakcja DRMs (ang. detergent resistant mem-
branes).

DRMs wzbogacone sa w cholesterol i sfingolipidy, kosztem glicerofosfolipidow. Na
przyktad w komorkach nerki (MDCK) DRMs zawieraja 32 mol% cholesterolu i 14
mol% sfingomielin. Dla poréwnania, niefrakcjonowana btona komérkowa zawiera ok.
12 mol% cholesterolu i 1% sfingomielin [6]. Ocena raftow lipidowych z komoérek ludzkiej
linii nowotworowej KB (wywodzacej si¢ z komorek nabtonka wyscielajacego jame
ustng) wykazata dwukrotnie wigksza ilo§¢ cholesterolu i okoto 30% wigcej sfingomielin
niz we frakcji blony plazmatycznej [49].

Inna metoda preparatyki raftow jest poddawanie lizie catych komorek buforem
weglanu sodowego o pH 11. Podwyzszone pH wspomaga usuwanie biatek btony
plazmatycznej. Nastepnie stosuje si¢ sonikacje lizatu oraz wirowanie na gradiencie
cukrowym [63]. Metoda jest stosunkowo prosta. Jednak flotacja w 35% cukrozie jest
dosy¢ agresywna dla fragmentow blon o niskiej gestosci. Problem moze réwniez
stanowi¢ obecnos¢ wszystkich bton wewnatrzkomoérkowych, co moze dawa¢ zawyzona
ilo$¢ raftow w otrzymane;j frakcji. Bardziej selektywna metoda oczyszczania raftow
lipidowych polega na lizowaniu komorek w izotonicznym roztworze cukrozy i
oczyszczaniu wyizolowanego supernatantu przez sedymentacj¢ w gradiencie Percollu
[62]. Takie traktowanie zapewnia oddzielenie bton plazmatycznych od bton aparatu
Golgiego, siateczki endoplazmatycznej i mitochondriéw. Mozliwe jest tez modyfikowanie
otrzymanej frakcji za pomoca zamiany pH i jonowego sktadu Percollu w celu otrzymania
optymalnej separacji [45]. Sonikacja uwalnia rafty lipidowe z bton plazmatycznych,
ktore sa nastgpnie rozdzielane na gradiencie Opti-Prep w roztworze izotonicznym.
Metoda ta pozwala na izolacje¢ raftow wysokiej czystosci, ktore prawdopodobnie
najwierniej oddaja sktad tych mikrodomen rezydujacych w komorce.

Tak, wigc metody biochemiczne potwierdzily przypuszczenie, iz rafty wzbogacone
sa w cholesterol i sfingolipidy. Jednakze najbardziej interesujace dane z badan
biochemicznych dotycza identyfikacji bialek wiazacych si¢ z raftami. Biatka te stanowia
klucz do zrozumienia funkcji raftow w homeostazie komorek.

SKEAD BIALKOWY RAFTOW LIPIDOWYCH

Biatka izolowane we frakcji raftow lipidowych mozna podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza grupa to biatka strukturalne zwigkszajace stabilnos¢ raftow, natomiast do
drugiej grupy naleza biatka spetniajace funkcje sygnalizacyjne i receptorowe w komor-
kach. Do biatek strukturalnych zalicza si¢ gtdéwnie kaweoliny i flotyliny. Kaweolina jest
zdolna do wigzania cholesterolu, przez co zwicksza uporzadkowanie lipidow w raftach.
Pelni takze istotna rolg¢ w procesach pinocytozy poprzez kaweole (patrz ponizej).

Niezwykle istotny jest fakt, ze czg$¢ receptorow blonowych ma zdolnos¢ do
dynamicznego wiazania si¢ z raftami lipidowymi. Spo$rod znanych receptoréw majacych
powinowactwo do raftow nalezy wymieni¢ EGFR (epidermal growth factor receptor),
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PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), Fas, TCR (T-cell receptor),
FceRI (receptor typu I dla fragmentu Fc immunoglobuliny €). Wiazanie si¢ z raftami
jest dla tych receptoréw etapem umozliwiajacym regulacje aktywnosci receptora.
Ponadto, wiele enzymow blonowych zwiazanych z sygnalizacja komorkowa wiaze sig
zraftami, np. kinaza biatkowa src, niektore izoformy kinazy biatkowej C (PKC), syntaza
tlenku azotu (NOS), czy podjednostka p85 kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (P13-K). Biatka
transmembranowe, takie jak EGFR, wiaza si¢ z raftami poprzez powinowactwo ich
hydrofobowej czgsci transmembranowej do lipidowych struktur raftow (ryc. 1C) [70].
Bialka nieposiadajace czgsci transbtonowej (np. src) tacza si¢ kowalencyjnie z raftami
poprzez grupy GPI (glikozylofosfatydylinozytol) lub grupy acetylowe (ryc. 1C).
Przedstawione dane §wiadcza o zréznicowaniu mechanizmow, ktdre sa zaangazowane
w laczenie bialek z raftami lipidowymi.

UDZIAL RAFTOW LIPIDOWYCH W PROCESACH
TRANSDUKCJISYGNALU

Wiele receptorow blonowych tworzy wieloczasteczkowe agregaty blonowe w trakcie
procesu aktywacji. Sktadaja si¢ one z licznych czasteczek receptora oraz nierecep-
torowych kinaz biatkowych, co pozwala na zapoczatkowanie kaskady sygnalizacji.

Rafty moga by¢ uwazane za miejsca ulatwiajace agregacje indywidualnych recep-
torow aktywowanych przez liganda. Jesli aktywacja receptorow ma miejsce w raftach,
to kompleks sygnalizacyjny jest zabezpieczony przed enzymami nieposiadajacymi
powinowactwa do raftow. Przyktadem moga by¢ niektore fosfatazy btonowe, ktore
zaangazowane sa w hamowanie niektorych proceséw sygnalizacyjnych. Rafty tworza
przypuszczalnie mikro§rodowisko, gdzie aktywnosc¢ kinaz i fosfataz regulowana jest
niezaleznie od innych czg¢$ci blon komorkowych.

Szczegoblnie dobrze poznany jest udziat raftow w aktywacji receptora FceRI [2, 13,
23, 59]. FceRl jest tetramerem sktadajacym si¢ z jednego tancucha a, jednego 31 dwu
y. Lancuch a wiaze fragment Fc czasteczki IgE. Oligomeryzacja receptorow przez
IgE rekrutuje acylowana kinazg Lyn do raftow zawierajacych FceRI, a nastgpnie
przytaczenie kinazy Syk/ZAP-70 do tancuchow (3 iy [13, 59]. Poniewaz zaréwno
receptor FceRI oraz kinaza Lyn sg izolowane we frakcji DRMs, co wskazuje na
zaangazowanie raftow lipidowych w sygnalizacj¢ z tego receptora. Prawdopodobnie
rafty stanowia platformg, na ktorej mozliwa jest oligomeryzacja FceRI oraz jego
interakcja z Lyn. Dodatkowym dowodem sa dane wskazujace, ze zniszczenie struktury
raftow za pomoca metyl-p-cyklodekstryny (MBCD) powoduje blokadg aktywacji
receptora FceRI przez IgE [71].

Uzycie zwiazkdw powodujacych sekwestracjg cholesterolu i niszczacych strukture
raftow, takich jak filipina III czy MPBCD, pozwolito na identyfikacjg innych receptorow
zwiazanych z mikrodomenami lipidowymi. MBCD jest polisacharydem o budowie
cyklicznej zdolnym do selektywnego wigzania cholesterolu i usuwania go z zewnetrznego
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listka bton komoérkowych. Traktowanie komorek MBCD hamuje aktywacje nie tylko
FceRl, ale takze innych istotnych receptoréw, takich jak TCR czy receptora typu 1 dla
czynnika nekrozy nowotworow (TNFR1) [70, 32].

Jednakze w stosunku do niektdorych receptoréw, takich jak receptor dla czynnika
wzrostu naskérka — EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) czy receptora
Fas odpowiedzialnego za programowana $mier¢ komorki (apoptoze) zaobserwowano
odwrotne zjawisko, tzn. paradoksalng aktywacj¢ receptora wskutek jego dysocjacji z
raftami [48]. Interesujace, iz traktowanie komoérek przez MBCD powoduje aktywacje
EGFR 1 Fas niezaleznie od obecnosci liganda. Tak, wigc receptor aktywowany jest
jedynie poprzez zmiang powinowactwa do raftoéw. Mechanizm tego zjawiska jest bardzo
ztozony inie do konca zrozumiany. Wydaje sig, iz mechanizm przekazywania sygnatu z
EGFR jest inny w przypadku aktywacji przez MBCD niz za posrednictwem EGF.
Podczas gdy swoisty ligand powoduje koncowa aktywacje kinaz z grupy MAPK (ang.
mitogen activated protein kinase), aktywacja poprzez uszkodzenie raftow prowadzi
gtownie do aktywacji SAPK (ang. stress activated protein kinase) [25]. Poza tym
dojadrowy transport EGFR, uwazany za istotny komponent w procesie przekazywania
sygnatu, jest zniesiony w komorkach traktowanych MBCD (wtasne, niepublikowane
dane). Podobna dewiacje w sygnalizacji pod wptywem MBCD zaobserwowano w
stosunku do receptora TNFR1. W kontrolnych limfocytach aktywacja TNFR1 prowadzi
do powstania kompleksu tego receptora z TRAF2, aktywacji NFKB i zwigkszenia
tempa proliferacji. Natomiast w komorkach traktowanych MBCD dochodzi do inhibicji
tworzenia kompleksu TNF-TRAF2, zahamowania syntezy aktywnego NFKB i w
rezultacie do $mierci komorki pod wptywem TNF [29].

Wplyw raftow na proces sygnalizacji dodatkowo komplikuje fakt, iz drogi przekazy-
wania sygnatu przez receptory zalezne sa od typu komorki. Na przyklad traktowanie
limfocytow przez MPBCD powoduje aktywacje receptora Fas w keratynocytach, podczas
gdy w limfocytach obserwuje si¢ wyrazna blokade tego receptora [19, 16]. Nie ulega
watpliwosci, ze rafty reguluja w znacznej mierze transdukcje sygnatu, jednakze ich
wplyw zalezny jest od typu receptora oraz od typu komorki.

UDZIAL. RAFTOW W PROCESACH FIZJOLOGICZNYCH
W KOMORCE

Kaweole i endocytoza. Kaweole sa strukturami komorkowymi powstatymi na
wskutek inwaginacji blony plazmatycznej na odcinku 50-70 nm. Kaweole zostaty po
raz pierwszy opisane 50 lat temu w $rodbtonkach przez Palade’a [39]. Sa one obecne
w wigkszosci komorek z wyjatkiem limfocytow i neurondéw [42]. Kaweole spotykane
sa najczesciej w postaci pecherzykow. W niektorych komorkach jednakze kaweole
organizuja si¢ w bardziej skomplikowane struktury, na przyktad w kanaliki T w mig¢$niach
szkieletowych.

Uwaza sig, ze kaweole stanowia szczeg6lna postac raftow lipidowych. Kaweole sa
nierozpuszczalne w detergentach wskutek zwigkszonej zawartosci cholesterolu i gliko-
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lipidow 1 mozna je izolowac poprzez flotacje na gradientach sacharozy. Najbardziej
charakterystyczna cecha kaweoli jest obecnos¢ strukturalnego biatka, kaweoliny.
Kaweolina wystepuje w 3 izoformach. Kaweolina 1 i 2 obecna jest w wielu typach
komorek, podczas gdy kaweolina 3 jest swoista dla komdrek migsniowych [43]. Badania
na myszach transgenicznych pozbawionych genow dla kaweolin wykazaty, iz kaweolina
1 jest niezbedna do tworzenia kaweoli, natomiast kaweolina 2 ma jedynie rolg
wspomagajaca [28, 64, 53, 54].

Kaweoliny maja zdoIno$¢ wiazania cholesterolu w btonach komorkowych, co powoduje
ogniskowy wzrost stezenia cholesterolu i tworzenie kaweoli. Przypuszczalnie kaweoliny sa
réwniez zaangazowane w transport cholesterolu do- i na zewnatrz komorki [61, 14].
Ponadto, podobnie jak inne rafty lipidowe, kaweole zaangazowane sa w procesach sygnalizacji
oraz w regulacji sygnalizacji za pos$rednictwem jonow wapnia.

Kaweole maja rowniez udzial w procesach endocytozy, gtdéwnie substancji wyste-
pujacych w raftach, takich jak: glikofosfolipidy, biatka potaczone za pomoca GPI oraz
ligandy, takie jak: kwas foliowy, albumina czy hormon wzrostu. Endocytoza poprzez
kaweole jest zalezna od polimeryzacji aktyny i aktywno$ci dynaminy-2, natomiast
niezalezna od klatryny, czym r6zni si¢ od innych typow endocytozy [44, 46, 35].

W przeciwienstwie do endocytozy za posrednictwem pgcherzykow pinocytarnych
czy pecherzykoéw optaszczonych klatryna, ktore prowadza do tworzenia endosomow,
endocytoza za posrednictwem kaweoli prowadzi do powstania swoistych struktur:
kaweosomow, charakteryzujacych sig obecnoscia kaweolin [34]. Sytuacje komplikuje
jednak niedawne odkrycie endocytozy kaweolarnej, ktora podobnie jak pinocytoza jest
niezalezna od dynaminy i klatryny [56, 33]. Droga ta jest prawdopodobnie swoista dla
endocytozy biatek blonowych zawierajacych facznik GPI. Wydaje si¢ jednak, ze tylko
niewielki odsetek kaweoli zaangazowany jest w aktywna endocytozg [66].

Migracja i adhezja komorek. Integryny sa jednymi z najwazniejszych biatek
odpowiedzialnymi za adhezj¢ komorek. Integryny sa biatkami transblonowymi, ktore
aktywowane sa poprzez taczenie si¢ z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowe;j (kolagen,
laminina, fibronektyna). Stymulacja integryn doprowadza do aktywacji szlaku
sygnalizacyjnego, na ktory sktadaja si¢ rekrutacja biatka FAK (ang. focal adhesion
kinase), PAK (ang. p2I-activated kinase), mDia (ang. molecule Diaphanous) i
GTPaz Rho, Rac 1 Cdc42. Obecnos¢ raftow lipidowych jest konieczna do aktywacji
sygnalizacji poprzez integryny. Uszkodzenie raftow poprzez sekwestracje cholesterolu
blokuje przemieszczanie si¢ biatka Rac do blony komdrkowej i uniemozliwia aktywacje
biatka PAK. Okazuje si¢ bowiem, iz tworzenie si¢ aktywnego kompleksu enzymatycznego
zawierajacego biatka Rac, Rho, PAK i mDia ma miejsce wylacznie w raftach lipidowych
[22, 8, 41]. Proces ten zalezny jest od biatka FAK [41].

Aktywacja integryn ma rowniez znaczenie w procesach migracji komoérek. Stabilizacja
mikrotubul wymagana podczas migracji zalezna jest od aktywacji Rho i mDia, a co za tym
idzie, od obecno$ci nienaruszonych raftow lipidowych [40]. Badania nad migrujacymi
fibroblastami uwidocznity flotylle raftow w zrebie prowadzacym blony plazmatyczne;j,
zawierajacych gangliozyd GM 1, Rho i mDia. Interesujacym zjawiskiem jest polaryzacja raftow
w migrujacych limfocytach. Sktad lipidowy (w szczegoInosci gangliozydow) jest inny w raftach
obecnych w zrgbie od raftow w tylnej czesci komorki [20].
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Polimeryzacja aktyny jest procesem, od ktorego zalezy prawidlowa migracja komorek.
Istnieje $cista zaleznos¢ pomigdzy raftami lipidowymi a cytoszkieletem aktynowym.
Reorganizacja raftow lub ich uszkodzenie, np. za pomoca MBCD powoduje uwolnienie
4,5-fosfatydyloinozytolu(4,5)bisfosforanu (PIP,) z btony komoérkowej do cytoplazmy
[50]. PIP, jest wiaczony w regulacjg polimeryzacji aktyny poprzez wplyw na biatka
gelsoling i profiling, a-aktyning i winkuling. W efekcie dochodzi do reorganizacji
cytoszkieletu aktynowego w komorce [27]. Na podstawie powyzszych danych mozna
wysnu¢ wniosek, ze rafty lipidowe odgrywaja role w regulacji cytoszkieletu, a co za
tym idzie polaryzacji i migracji komorek.

Proliferacja i Smieré komorki. Opisany powyzej zwiazek pomiedzy receptorami
apoptotycznymi z rodziny TNF (Fas, TNFR1) a raftami lipidowymi sugeruje udziat
raftow w regulacji apoptozy. Badania przy uzyciu limfocytéw i makrofagow sugeruja,
iz receptor Fas jest aktywny jedynie w powiazaniu z raftami. Uszkodzenie struktury
raftow przy pomocy MBCD powoduje deaktywacje Fas i zahamowanie apoptozy
zaleznej od tego receptora. Jednakze, w przeciwienstwie do limfocytow, MBCD
stymuluje apoptozg. Zniszczenie raftow lipidowych w linii stransformowanych
keratynocytow HaCaT przez MBCD, filiping IIT lub poprzez oksydacje cholesterolu
prowadzi do szybkiej apoptozy [3]. Inkubacja tych komoérek w roztworze MBCD
prowadzi rowniez do aktywacji receptora Fas niezaleznie od liganda oraz aktywacji
kaspaz 8 1 3 [19]. Jednakze, blokada aktywnych kaspaz nie hamuje $mierci komorki,
wydaje si¢ wigc, ze receptor Fas nie jest niezbedny do apoptozy wywotanej uszkodzeniem
raftéw (wlasne, niepublikowane dane). Podobnie do wynikow otrzymanych przez nas
na linii HaCaT, inni autorzy opisali $mier¢ komorek biataczki szpikowej i czerniaka
zto§liwego wskutek inkubacji ze statynami i MPBCD [11, 38]. Wydaje si¢ wigc, ze w
niektorych typach komoérek zaburzenia w strukturze raftow sa sygnatem inicjujacym
proces apoptozy.

Aktywnos$¢ wielu receptorow dla czynnikow wzrostu regulowana jest przez rafty
lipidowe. Pozwala to na wysunigcie hipotezy, iz rafty odgrywaja role w regulacji cyklu
komorkowego. Zaburzenie struktury raftow w keratynocytach za pomoca MBCD
powoduje zablokowanie syntezy DNA i roznicowanie komorki [18, 25]. W naskoérku
ludzkim agregaty raftow sa obecne w aktywnie proliferujacych keratynocytach warstwy
podstawnej, tzw. komorkach amplifikujacych (ang. transit amplifying cells) [18].
Niedawno opisano jeden z mozliwych mechanizmoéow, wskutek ktérego proliferacja
keratynocytow jest regulowana przez rafty [15]. Czynnik wzrostu naskorka (EGF) jest
wazna cytoking stymulujaca wzrost i migracje¢ komorek. Pobudza on mitogenezg poprzez
aktywacje kinazy Src za posrednictwem EGFR, co nastgpnie prowadzi do fosforylacji
integryny (34 oraz aktywacji biatka Ras i kinazy fosfo-3-inozytolu (PI-3K). Okazato
sig, iz jedynie palmitylowane tancuchy integryny 34 wchodza w reakcjg z Src i sa w
stanie aktywowac Ras. Mutacja cystein w czgsci transbtonowej integryny [34 prowadzi
do zahamowania palmitylizacji, a co za tym idzie braku asocjacji z raftami. W komoérkach
takich EGF nie jest w stanie stymulowac mitogenezy [15].
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ZMIANY W SKLADZIE RAFT()W LIPIDOWYCH PROWADZACE
DO PROCESOW PATOLOGICZNYCH

Zakazenia wirusowe. Niektore wirusy, takie jak wirus grypy czy HIV, wykorzystuja
rafty w infekcji komorek gospodarza [76]. Udziat raftow w infekcji wirusowej zostat
szczegoblnie dobrze poznany dla wirusa HIV. Wirus ten taczy sig z galaktosylceramidami
zlokalizowanymi w apikalnej czgsci komorek nablonkowych blony §luzowej. Zniszczenie
struktury raftow, np. poprzez traktowanie przez MCD blokuje wirusowa transcytoze [1].

W czasie wnikania do komérek docelowych dochodzi do wiazania si¢ komponentow
otoczki wirusowej (np. biatko Gag) z raftami. Ponadto w raftach znajduja si¢ receptory
biatkowe dla HIV: biatko CD4 i receptory dla chemokin CCRS5 i CXLR4. Laczenie
biatek wirusa HIV z CD4 i receptorami chemokinowymi prowadzi do laczenia si¢
raftow w wigksze konglomeraty (flotylle) [37, 24]. Ponadto, wczesne biatko wirusowe
Nefmoze faczy¢ sig ze zwiazana z raftami niereceptorowa kinaza tyrozynowa z rodziny
Src, co wydaje si¢ wzmagac efektywnos$¢ infekeji limfocytow T przez wirus HIV.

Opuszczanie przez HIV komorki jest rowniez etapem zaleznym od raftow [37].
Mirystylowane biatko wirusowe Gag podlega multimeryzacji w cytozolowej warstwie
btony, pobudzajac paczkowanie komorek i uwalnianie wirusa. Przypuszcza sig, ze biatko
Gag specyficznie przytacza si¢ do raftow powodujac ich agregacje, zwigkszenie
aktywnosci cholesterolu i w rezultacie tworzenie pecherzyka egzocytotycznego
zawierajacego czastki wirusa [7].

Choroba Alzheimera. Glownym etapem w patogenezie choroby Alzheimera jest zaburzona
proteoliza prekursorowego transmembranowego biatka amyloidu APP typu I, przez enzymy
nazywane O-, - i y-sekretazami [57] do nierozpuszczalnego Af. Cholesterol odgrywa
kluczowarole w regulacji proteolizy APP [60]. Poziom cholesterolui LDL w surowicy koreluje
ziloscia AP w mozgu chorych na chorobg Alzheimera. Ponadto zwigkszony poziom cholesterolu
w diecie powoduje wzrost formowania nierozpuszczalnego amyloidu w mdzgach
transgenicznych zwierzat doswiadczalnych. Statyny, leki blokujace syntezg cholesterolu poprzez
hamowanie enzymu reduktazy 3-hydroksy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), zmniejszaja
akumulacje A w neuronach [60].

W komorkach czgs¢ APP jest zwiazana z raftami lipidowymi, a usunigcie
cholesterolu moze powodowac¢ przemieszczenie si¢ APP z raftow do otaczajacej btony
komoérkowej. Jest wysoce prawdopodobne, iz proteoliza APP znajdujacego si¢ poza
raftami zachodzi w drodze tzw. rozpadu 0, gdzie nie wytwarzany jest patogenny Af.

Choroby prionowe. Choroby prionowe powodowane sa przez PrPsc, stanowiace
nieprawidlowg strukturalng forme¢ zakodowanego przez gospodarza biatka PrPc. PrPsc
tworzy w mozgu agregaty biatkowe odpowiedzialne za patogeneze chordb prionowych
(choroba Creutzfeldta-Jakoba, choroba kuru, zespot Gertsmanna-Strausslera-Scheinkera).
Mechanizm, w ktorym PrPc jest przeksztatcany w PrPsc, nie zostal doktadnie poznany.
Badania dowodza, ze biora w nim udziat rafty lipidowe [65, 4]. Wiadomo, ze PrPc jest
potaczony z raftami poprzez sfingolipidowa domeng [30]. Usunigcie cholesterolu z blony
komorkowej prowadzi do zmniejszonego powstawania PrPsc z PrPc. [26]. Nie jest jednak
jasne, w jaki sposob rafty promuja nieprawidlowy metabolizm PrPc.
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Choroby nowotworowe. Jak opisano powyzej, rafty lipidowe maja duze znaczenie
w regulacji cyklu komoérkowego i apoptozy poprzez ich wplyw na aktywacje receptorow
btonowych, takich jak: EGFR, TNFR1 czy Fas. Sugeruje to udziat raftéw w procesach
onkogenezy. Hipoteza ta znajdzie poparcie doswiadczalne. Po pierwsze, ryzyko zachoro-
wania na niektore rodzaje nowotworow jest zwigkszone u ludzi z podwyzszonym
poziomem cholesterolu. Statyny, leki obnizajace st¢zenie cholesterolu we krwi i w
komorkach, wydaja si¢ wykazywac pewna aktywno$¢ antynowotworowa [9]. Wiele
onkogenow, jak np. biatka z rodziny Hedgehog oraz niereceptorowe kinazy biatkowe
(Src, Lyn) aktywne sa jedynie w powiazaniu z raftami lipidowymi. Ponadto, istnieja
dane sugerujace, iz destrukcja raftow poprzez usunigcie cholesterolu przez MbCD
zwigksza wrazliwos¢ komorek nowotworowych na chemioterapeutyki wskutek
obnizenia progu indukcji apoptozy [17].

Edelfozyna, syntetyczna pochodna alkilofosflipidow taczy sig selektywnie z raftami
prowadzac do $mierci komorki [25]. Interesujacym aspektem wskazujacym na udziat
raftow w rozwoju nowotworow jest rola kaweolin w procesach onkogenezy. W
zaleznosci od typu nowotworu kaweolina wykazuje wtasciwosci supresyjne lub
promujace podczas onkogenezy.

Kaweolina jest jednym z dwudziestu biatek majacych wtasciwosci supresorowe
nowotworu sutka [73]. Redukcje poziomu kaweoliny-1 na poziomie transkrypcji
obserwowano w liniach komoérek nowotworowych pochodzacych z ptuc, z szyi i tkanki
piersiowej [52]. Na przyktadzie fibroblastow transformowanych niektérymi onkogenami
wykazano odwrotna zalezno$¢ miedzy wielkoscia kolonii komoérek nowotworowych
rosnacych na agarze a komérkowym poziomem kaweoliny [69]. Badania na materiale
archiwalnym z biopsji dowiodty, Ze istnieje zwiazek pomigdzy ekspresja kaweoliny-1 i
przerzutami nowotworowymi, szczegolnie w rozwoju nowotworow prostaty [74]. W
przypadku tego nowotworu zaobserwowano brak kaweoliny-1 w nablonku gruczotu
normalnej prostaty oraz jej zwigkszona ekspresje w stabo zréznicowanych komorkach
nowotworu prostaty. Inne badania udowodnity, ze kaweolina-1 jest jednym z biomarke-
row raka prostaty u rasy czarnej [72]. Na poziomie molekularnym obnizenie poziomu
kaweoliny-1 w niewrazliwych na androgeny komorkach raka prostaty taczy sig z
powtarzaniem bardziej fagodnego fenotypu. Nadekspresja kaweoliny-1 w linii komor-
kowej raka prostaty powoduje ich niewrazliwos$¢ na apoptoze powodowana brakiem
androgenéw [67].

Mechanizm prowadzacy do zmian w ekspresji kaweolin w nowotworach nie jest do
konca poznany. Pewna role spetniaja mechanizmy epigenetyczne wskutek hipermetylacji
wysp CpG w regionach promotorowych genu kaweoliny. Hipermetylacja wysp CpG
jest dobrze znanym mechanizmem supresji ekspresji genow w komorkach
nowotworowych.

Cukrzyca. Insulinozalezny transport glukozy ma miejsce gtéwnie w migéniach, a w
mniejszym stopniu w tkance ttuszczowej 1 zalezy od transportera glukozy GLUTA4.
Transporter glukozy jest zlokalizowany gtéwnie w matych pecherzykach i strukturach
tubularno-pecherzykowatych w cytoplazmie komorki, ale jest translokowany do blony
plazmatycznej w odpowiedzi na pobudzenie receptora insulinowego. Wykazano, ze
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GLUT4 w komorkach tluszczowych zlokalizowany jest w kaweolach. Stymulacja
insulinowa nie tylko powoduje transport pecherzykow zawierajacych GLUT4 do btony
plazmatycznej, ale rowniez mobilizacj¢ kaweoliny z puli cytozolowej do blony plazma-
tycznej. Na $wiezo izolowanych komdrkach thuszczowych stwierdzono, ze przemiesz-
czanie si¢ GLUT4 do domen kaweolinowych jest konieczne dla transportu glukozy.
Ponadto, u pacjentow z insulinoodporna cukrzyca typu I wykryto mutacje genu dla
kaweoliny 1 [53]. Pochodne sulfonylomocznika stosowane w terapii cukrzycy typu II
stymuluja insulino-zalezny wzrost glukozy w komérkach migsni i komorkach ttuszczo-
wych [31] prawdopodobnie poprzez stabilizacje raftow oraz zwigkszenie stezenia
kaweoliny w blonach komorkowych.

Miazdzyca. Hipercholesterolemia jest gldwnym czynnikiem powodujacym rozwoj
miazdzycy. Przewlekle podwyzszenie poziomu cholesterolu hamuje rozszerzanie sig
naczyn zalezne od tlenku azotu (NO) migdzy innymi wskutek niskiej aktywnosci jego
syntazy NOS. Kaweolina-1 wydaje si¢ hamowa¢ aktywnos$¢ $rodbtonkowego NOS
(eNOS) w stanach zwigkszonego poziomu cholesterolu. Eksponowanie $rodbtonka
aorty na surowice uzyskana od osobnikow z hipercholesterolemia prowadzito do wzrostu
kaweoliny-1 w tych komorkach oraz do redukcji uwalniania NO wskutek obnizenia
aktywnosci eNOS [12]. Statyny destabilizuja kompleks kaweolina - eNOS na skutek
obnizenia st¢zenia cholesterolu w btonie komdrkowej. Podobnie blokada ekspresji
kaweoliny-1 powoduje wzrost aktywnosci eNOS i produkcji NO [12].

Reakcje zapalne. Rola raftow w procesach immunologicznych byta juz wzmian-
kowana na przyktadzie aktywacji receptora FceRI oraz TCR. Wiele enzymdw i recepto-
row dla cytokin wlaczonych w reakcje zapalne jest aktywowana poprzez interakcje z
raftami. TNF jest jedna z najwazniejszych cytokin odpowiedzialnych za indukcj¢ procesu
zapalnego w wielu chorobach (m.in. cukrzyca, reumatoidalne zapalenie stawow, choroba
Crohna). Aktywnos$¢ receptora TNFRI w limfocytach i makrofagach jest zalezna od
jego wiazania sig z raftami (patrz powyzej).

Jak opisano powyzej, aktywnos¢ syntazy NO jest rowniez zalezna od raftow
lipidowych, poniewaz zwigkszone st¢zenia NO sa odpowiedzialne za uszkodzenie
$rodbtonkow w reakcjach zapalnych. Blokada NOS poprzez modulacjg raftéw moze
stanowi¢ nowe podejscie w terapii standw zapalnych.
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