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Je tomu už dvacet let, co bylo objeveno, že 
se chřipkový hemaglutinin v  průběhu své 
cesty z  ribozomu na plazmatickou membrá-
nu stává nerozpustným v  roztocích slabých 
detergentů. Toto pozorování bylo v  rozpo-
ru s  tehdejšími představami o  biologických 
membránách, o  nichž se soudilo, že by se 
jakožto lipidové struktury měly v  detergen-
tu úplně rozpustit a uvolnit svůj proteinový 
obsah. Nenápadný objev, že je nějaký mem-
bránový protein pevně obalen lipidy, které 
nelze pomocí detergentů odmýt, spustil lavi-
nu podobných pozorování a  dal vzniknout 
jednomu z nejkontroverznějších (a publikač-
ně nejúspěšnějších) konceptů buněčné biolo-
gie posledních dvaceti let – konceptu mem-
bránových raftů.

Koncept membránových raftů přišel včas

Pokud buňky rozpustíme v zředěném roztoku 
některých detergentů1 a potom intenzivně cen-
trifugujeme v sacharózovém gradientu,2 větši-
na biologického materiálu sedne na dno. Část 
membrán, obohacená o  cholesterol, glykolipi-
dy a některé proteiny, však detergentu odolá 
a v důsledku malé hustoty vyplave k hladině. 
Podle schopnosti „vyplavat“ se těmto neroz-
pustným útvarům začalo říkat rafty.3

Koncept membránových raftů přišel právě 
včas, aby pomohl vysvětlit záhadnou signali-
zaci přes glykosylfosfatydylinositolové protei-
ny. Ty jsou celé mimobuněčné a v membráně 
drží jen díky lipidické glykosylfosfatydylino-
sitolové (GPI) kotvě – v podstatě jako balo-
nek na hydrofobním provázku. Při přípravě 
raftů tyto proteiny vyplouvají. A co víc, spolu 
s nimi vyplouvají i kinázy rodiny Src, které 
jsou naopak celé nitrobuněčné, ale také jsou 
kotveny do membrány pomocí hydrofobních 
„provázků“, tentokrát samotných mastných 
kyselin. Proto se záhy objevila hypotéza, že 
rafty existují již na membráně živých buněk 
a  slouží tu jako „lepidlo“, které drží pohro-
madě glykosylfosfatydylinositolované recep-
tory a s nimi spolupracující kinázy.

Postupně se ukázalo, že vyplouvá řada 
dalších membránových signálních proteinů, 
a hypotéza byla zobecněna: V raftech se sou-
střeďují vybrané signální molekuly, koncen-
trují se a  oddělují od jiných. Rafty zřejmě 
vznikají v  Golgiho komplexu, odkud jsou 
transportovány na plazmatickou membránu. 
Tam se do nich dostanou některé signální 
proteiny a rafty tu pak slouží například jako 
organizační centra transmembránové signa-

lizace. Spektrum proteinů a  lipidů, získáva-
ných při čištění raftů, se sice celkem výrazně 
liší podle použité metody a detergentu, ale to 
zpočátku nikoho neznepokojovalo.

Pochybnosti – někdy rafty uvidíme, někdy ne

Raftová hypotéza má tu výhodu, že je logic-
ká, v základní podobě i jednoduchá a nabíd-
la vysvětlení některých do té doby záhad-
ných jevů. Od samého začátku ji ovšem 
provázejí i zásadní potíže. Typické membrá-
nové rafty se nikdy nepodařilo přesvědčivě 
pozorovat na živé buňce. Pokud vytvoříme 
umělou membránu se stejným složením, jaké 
má cytoplazmatická membrána lidské buň-
ky, samovolně se na ní vytvoří domény mik-
rometrových rozměrů, které lze fluorescenč-
ně označit a  pozorovat pod mikroskopem. 
Vlastnosti těchto domén odpovídají tomu, 
jak si představujeme membránové rafty. 
Pokud však stejným způsobem fluorescenčně 
obarvíme a pozorujeme živou buňku, žádné 
rafty neuvidíme. Membrána bude obarvena 
stejnorodě. Domény, které svou barvitelností 
odpovídají raftům, se zatím podařilo pozoro-
vat jen za uměle vytvořených podmínek – na 
buňkách, které byly poškozeny (např. orga-
nickým rozpouštědlem) a začaly na povrchu 
vytvářet velké membránové váčky. Tento děj 
je znám jako projev blížící se smrti buněk 
a  váčky mají jiné vlastnosti než normální 
membrána, například jim chybí podmembrá-
nový skelet. Navíc se na nich rafty tvoří jen 
za nefyziologicky nízké teploty.

Elegantní vypořádání s neveselou situací

Raftová hypotéza se s touto neveselou situací 
vypořádala celkem elegantně. Její příznivci 
konstatovali, že biochemické důkazy existen-
ce raftů jsou dostatečně přesvědčivé a potíže 
s  jejich zviditelněním jsou způsobeny tím, 
že buňka obsahuje velký počet malých raf-
tů, jejichž rozlišení je pod možnostmi optic-
ké mikroskopie. Elektronovou mikroskopii 
nelze použít, protože drastické podmínky 
v  komoře mikroskopu nejsou slučitelné se 
zachováním tak křehkých struktur, jakými 
membránové rafty nejspíše jsou.

Další argumenty proti představě mem-
bránových raftů jako organizačních center 
buněčné signalizace přinesly funkční expe-
rimenty. Do buněčné membrány byly vnese-
ny podobné molekuly jako zmíněné kotvené 
receptory, které byly pomocí vhodných mast-
ných kyselin zacíleny buď do „raftové“, nebo 
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do „neraftové“ membrány. Signály přenášely 
v obou případech téměř stejně.

Ještě větší problém přinesl raftové hypoté-
ze výsledek experimentu, při němž byl mimo 
rafty zacílen raftový signální protein LAT. 
Pokud pomocí bodové mutace odstraníme 
jednu jeho membránovou kotvu, protein 
změní lokalizaci a  přestane plnit své funk-
ce. To by bylo v  pořádku. Problém vznikl, 
když byl vytvořen protein, který má signál-
ní část z proteinu LAT a membránovou kot-
vu z  neraftového signálního proteinu LAX. 
Tento hybridní protein přenáší signály stejně 
jako nemutovaný LAT, a přitom se v raftech 
nenalézá. I  s  tímto tvrdým oříškem si rafto-
vá hypotéza poradila. Její zastánci navrhli, 
že existují těžké rafty, které vypadají podob-
ně jako ty klasické, plní podobné funkce, ale 
kvůli většímu obsahu proteinů při ultracent-
rifugaci4 nevyplavou do raftové frakce. Proto 
si jich předtím nikdo nevšiml. Autor fúzního 
proteinu LAT tedy náhodou sáhl po mem-
bránové kotvě, která nezacílila LAT mimo 
rafty, jak chtěl, ale do těžkých raftů. Nikdo 
zatím přesvědčivě neprokázal jejich existen-
ci a jejich předpokládané vlastnosti ani nene-
chávají mnoho možností, jak to při součas-
ném stavu poznání učinit.

Všimněme si nápadné podobnosti neustá-
lých změn původně jednoduchého raftového 
paradigmatu se zaváděním hypercyklů, kte-
ré měly za úkol zachránit geocentrickou teo-
rii vesmíru, když se hroutila pod náporem 
zpřesněných dat o pohybu planet…

Rozporuplné výsledky

Náš tým experimentoval s  lokalizací fosfo-
diesterázy 8a (PDE8a), která je zakotvena 
v  biologických membránách pomocí dvou 
lipidových kotev, kyseliny myristové a  pal-
mitové. Porovnání buněčné lokalizace muto-
vaných forem, které jednu nebo druhou 
z  těchto kotev postrádaly, s  původním pro-
teinem ukázalo zajímavý fakt. Odstranění 
jedné kotvy (palmitátu) způsobí skoro úpl-
ný přesun proteinu z plazmatické membrány 
na endoplazmatické retikulum (o endoplaz-
matickém retikulu viz např. Vesmír 79, 24, 
2000/1). Podobně se chovají i  dvě kinázy 
z  rodiny Src, z  nichž jedna přirozeně nese 
obě kotvy a druhá jen jednu. Zdá se, že dvě 
kotvy neslouží ani tak k  raftovému zacílení 

proteinu, jako k  jeho zacílení na správnou 
membránu obecně.

Rozporné výsledky přinesly pokusy zjistit 
rafty měřením účinnosti FRET,5 což je nezá-
řivý přenos energie mezi dvěma molekulami 
fluorescenčního barviva. Jak se projeví v pra-
xi? Když excitujeme jednu z  těchto barvi-
ček (pokud jsou různé, tak tu krátkovlnněj-
ší), nesvítí ona, ale ta druhá. Hlavní aplikace 
FRET v biologii využívá fakt, že jeho účin-
nost klesá se šestou mocninou vzdálenosti 
obou molekul, takže nezářivý přenos ener-
gie probíhá prakticky jen mezi molekulami 
ležícími v největší blízkosti. Proto se zmíně-
ná metoda hodí k detekci případných mem-
bránových raftů. Jejich malá velikost, původ-
ně stanovená na základě neúspěchů optické 
mikroskopie, předurčuje složky raftů k tomu, 
aby mezi nimi probíhal nezářivý přenos 
energie se zřetelně vyšší účinností než mezi 

„neraftovými“ složkami membrán.
V literatuře lze nalézt experimenty s FRET 

se zcela rozpornými výsledky, řada poku-
sů je očividně zatížena metodickými chyba-
mi. Některá novější měření jsou však velmi 
kvalitní a jejich hlavním závěrem je, že mno-
hé membránové proteiny okolo sebe skuteč-
ně mají malý okrsek membrány se změněný-
mi vlastnostmi. Tyto proteiny se ale uvnitř 
svých obalů navzájem neshlukují, takže jim 
obaly neslouží jako základny pro vzájemné 
interakace. Navíc mají navzájem dosti odliš-
né složení a  různou afinitu k  různým jiným 
obalům. Nezdá se, že by na membráně vzni-
kaly samovolně, spíš se tvoří okolo zanořující 
se části proteinu. Raftová hypotéza reagovala 
na studie s FRET i další poznatky tím, že zvý-
šila počet předpokládaných typů raftů, které 
ovšem stále mají typicky raftové vlastnosti.

Solvatační hypotéza

Očividně různá extrahovatelnost membrá-
nových proteinů, rozmanitost jejich kotvi-
cích struktur i výsledky pokusů využívajících 
FRET jasně ukazují, že se okolo proteinů dě-
je s  membránami něco zvláštního. Hypoté-
za membránových raftů na to reagovala jako 
první, ale jak s  přibývajícími poznatky při-
bývají další typy raftů, začíná být těžkopád-
ná a vzdaluje se možnosti experimentálního 
ověření. Zajímavější pohled na věc můžeme 
odvodit ze zdánlivě banálního faktu: Když 

1. Barvení lidských 
epiteliálních buněk 
linie HeLa pomocí 
fluorescenčních 
lipidů, které se 
selektivně koncentrují 
v předpokládané 

„raftové“ (vlevo) či 
„neraftové“ (vpravo) 
membráně, poskytuje 
téměř homogenní 
signál. Různé 
skvrny a tečky okolo 
membrány jsou 
způsobeny tím, že 
buňky vytvářejí na 
svém povrchu různé 
záhyby a chlupy. Ty 
se na tenkém řezu 
z konfokálního 
mikroskopu projeví 
právě takto.

1) Jako jsou např. Triton X-100, 
NP 40 či Brij 58.

2) Použití hustotních gradientů. 
V praxi nemusí být zachováván 
předpoklad, že sedimentace 
probíhá v homogenním prostředí. 
Vzorky lze centrifugovat 
v přítomnosti určité inertní 
látky (sacharóza, CsCl), jejíž 
koncentrace, a tím i hustota 
roztoku vzrůstají směrem ke dnu 
kyvety. Toto použití hustotního 
gradientu pomáhá lepšímu 
rozdělení jednotlivých složek 
vzorku.

3) Některé výzkumné týmy 
prosazovaly jiná označení, např. 
GEM (glykolipid enriched 
microdomains), tedy o glykolipidy 
obohacené mikrodomény.

4) Ultracentrifugace je nezbytnou 
součástí izolace proteinů, 
nukleových kyselin a buněčných 
organel. První ultracentrifuga 
byla vyvinuta švédským 
biochemikem Svedbergem, 
dosahovala rychlosti 80 000 
otáček za minutu.

5) FRET – fluorescence resonance 
energy transfer.
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se protein zanoří do cytoplazmatické mem-
brány, bude mít různou afinitu k různým je-
jím složkám. To přirozeně povede k zvýšení 
koncentrace některých lipidů v  jeho bezpro-
středním okolí. Membrána se proteinu při-
způsobí, podobně jako se voda svou struktu-
rou přizpůsobuje třeba rozpuštěnému iontu.

Tento jev je znám dlouho a vlastně by bylo 
divné, kdyby se nic takového nedělo. Je však 
překvapivé, jak málo je spojován s  membrá-
novými rafty. Přitom by mohl vysvětlit výsled-
ky detergentů, mikroskopie i FRET. Zajímavé 
je, že zcela v souladu se solvatační hypotézou 
jsou i speciální případy, kdy na buňce můžeme 
najít velké a pozorovatelné rafty. Ty tvoří tře-
ba membrána kaveol („jamek“, kam se zano-
řují některé receptory), membrána některých 
obalených virů pučících z buňky nebo mem-
brána imunologické synapse (místo kontaktu 
dvou imunitních buněk). Vesměs jde o  okrs-
ky membrány prošpikované transmembráno-
vými proteiny, a tedy i jejich obaly. To, že lze 
pomocí transmembránových peptidů vytvo-

řit doménu na umělé membráně, je již experi-
mentálně ověřeno.

Obalení částic rozpuštěné látky 
molekulami rozpouštědla

Nabízí se otázka, zda solvatace dokonce 
nebrání tvorbě velkých raftů, které samovol-
ně vznikají na umělých membránách nebo 
na buňkách za nefyziologických podmínek, 
ale na zdravých buňkách až nápadně chybějí. 
Další zajímavá, testovatelná, i když zatím čistě 
fiktivní možnost vyplývá z faktu, že solvatač-
ní obaly jsou v dynamické rovnováze s okol-
ní membránou a jejich velikost bude záviset 
na koncentraci určitého lipidu v membráně. 
Pokud solvatace skutečně ovlivňuje vzájem-
nou afinitu proteinů, její regulací by buňka 
mohla velmi jemně ladit citlivost různých 
receptorů na své membráně, ze složení mem-
brány by se stal integrující prvek, odrážející 

„náladu“ buňky.
Raft, tedy lipidový obal, v  našem pojetí 

přestává být přístavem, kde se koncentrují 
lodě, jež by se na volném oceánu těžko hle-
daly, a stává se z něj spíš něco jako oblek, po-
dle něhož potenciální partner může usoudit, 
zda se s jeho majitelem chce bavit či ne.	 Ö

2. Tytéž buňky donucené vneseným genem k tomu, aby produkovaly zelený fluo-
rescenční protein, zakotvený různými způsoby do membrány. Je vidět, že zatím-
co kombinované působení dvou membránových kotev (myristylace a  palmityla-
ce) pošle protein na cytolpazmatickou membránu (vlevo), samotná myristylace 
jej zacílí na endoplazmatické retikulum (uprostřed – je vidět dvě transfekované 
a minimálně dvě netransfekované buňky). Fluorescenční protein bez kotvy je volně 
v cytoplazmě (vpravo). Červeně je označeno endoplazmatické retikulum. Všech-
ny snímky byly fotografovány na živých buňkách konfokálním mikroskopem Leica 
TCS SP2.
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Rozhovor s M. M. Marešovou
Karel Hvížďala vydal na dvacet knižních rozhovorů, 
v nichž zůstává v pozadí. V této knize se tento krát 
odkrývá interviewer, Karel Hvížďala, a její spolu-
autorka podává svědectví o přemýšlivém člově-
ku, který hloubkou záběru svého tázání a vědění 
smě řuje pro�  trendu dnešní doby s její orientací 
na povrchnost. 
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