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Abstract: Membrane rafts
- history and the present by
Lukas Falteisek. The concept of
spontaneous formation of lipid
rafts in the plasma membrane
of animal cells was established
20 years ago. Despite of intense
effort the rafts were never
directly observed. The concept
started to be very complicated
in order to explain various
experimental results, that were
infirming it. The formation

of lipid envelopes around
membrane proteins rather than
spontaneous segregation of lipids
has been suggested recently.
The lipid envelope theory is in
conformity with the experimental
observations and may offer new
experimental consequences.
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Membranové rafty:
historie a soucasnost

Signalizace pfes membrdnové proteiny

Je tomu uz dvacet let, co bylo objeveno, ze
se chiipkovy hemaglutinin v pribéhu své
cesty z ribozomu na plazmatickou membra-
nu stava nerozpustnym v roztocich slabych
detergentti. Toto pozorovani bylo v rozpo-
ru s tehdej$imi pfedstavami o biologickych
membranach, o nichz se soudilo, Ze by se
jakozto lipidové struktury mély v detergen-
tu uplné rozpustit a uvolnit svlij proteinovy
obsah. Nendpadny objev, zZe je néjaky mem-
branovy protein pevné obalen lipidy, které
nelze pomoci detergentti odmyt, spustil lavi-
nu podobnych pozorovani a dal vzniknout
jednomu z nejkontroverznéjsich (a publikac-
né nejuspésnéjsich) koncept bunécéné biolo-
gie poslednich dvaceti let — konceptu mem-
branovych rafta.

Koncept membranovych rafti prisel véas

Pokud burnky rozpustime v zfedéném roztoku
nékterych detergentii! a potom intenzivné cen-
trifugujeme v sacharézovém gradientu,? vétsi-
na biologického materiélu sedne na dno. Cést
membran, obohacend o cholesterol, glykolipi-
dy a nékteré proteiny, vSak detcrgcntu odola
a v dtisledku malé hustoty vyplave k hladiné.
Podle schopnosti ,vyplavat® se témto neroz-
pustnym ttvartim zacalo fikat rafty.?

Koncept membranovych raftt ptisel pravé
vcas, aby pomohl vysvétlit zahadnou signali-
zaci pfes glykosylfosfatydylinositolové protei-
ny. Ty jsou celé mimobunééné a v membrané
drzi jen diky lipidické glykosylfosfatydylino-
sitolové (GPI) kotvé — v podstaté jako balo-
nek na hydrofobnim provazku. Pfi pfipravé
raftii tyto proteiny vyplouvaji. A co vic, spolu
s nimi vyplouvaji i kindzy rodiny Src, které
jsou naopak celé nitrobunéc¢né, ale také j jsou
kotveny do membrany pomoci hydrofobnich
wprovazkt®, tentokrit samotnych mastnych
kyselin. Proto se zahy objevila hypotéza, ze
rafty existuji jiz na membrané zivych bunék
a slouzi tu jako ,lepidlo®, které drzi pohro-
madé¢ glykosylfosfatydylinositolované recep-
tory a s nimi spolupracujla kinazy.

Postupné se ukazalo, ze vyplouva rada
dalsich membranovych signdlnich proteind,
a hypotéza byla zobecnéna: V raftech se sou-
stfeduji vybrané signalni molekuly, koncen-
truji se a oddéluji od jinych. Rafty ziejmé
vznikaji v Golgiho komplexu, odkud jsou
transportovany na plazmatickou membranu.
Tam se do nich dostanou nékteré signalni
proteiny a rafty tu pak slouzi naptiklad jako
organiza¢ni centra transmembranové signa-
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lizace. Spektrum proteinti a lipidd, ziskava-
nych pfti ¢isténi raftt, se sice celkem vyrazné
lisi podle pouzité metody a detergentu, ale to
zpocatku nikoho neznepokojovalo.

Pochybnosti - nékdy rafty uvidime, nékdy ne

Raftova hypotéza ma tu vyhodu, Ze je logic-
ka, v zdkladni podobé i jednoducha a nabid-
la vysvétleni nékterych do té doby zahad-
nych jev. Od samého zacitku ji ovSem
provazeji i zasadni potize. Typické membra-
nové rafty se nikdy nepodatilo pfesvédcivé
pozorovat na zivé bunce. Pokud vytvorime
umélou membranu se stejnym slozenim, jaké
ma cytoplazmatickd membrana lidské bun-
ky, samovolné se na ni vytvoii domény mik-
rometrovych rozmért, které lze fluorescenc-
né oznacit a pozorovat pod mikroskopem.
Vlastnosti téchto domén odpovidaji tomu,
jak si predstavujeme membranové rafty.
Pokud vsak stejnym zptsobem fluorescen¢né
obarvime a pozorujeme zivou bunku, zadné
rafty neuvidime. Membréana bude obarvena
stejnorodé. Domény, které svou barvitelnosti
odpovidaji raftiim, se zatim podatilo pozoro-
vat jen za uméle vytvofenych podminek — na
bunkach, které byly poskozeny (napt. orga-
nickym rozpoustédlem) a zacaly na povrchu
vytvaret velké membranové vacky. Tento déj
je znam jako projev blizici se smrti bun¢k
a vacky maji jiné vlastnosti nez normalni
membrana, napiiklad jim chybi podmembra-
novy skelet. Navic se na nich rafty tvofi jen
za nefyziologicky nizké teploty.

Elegantni vyporadani s neveselou situaci

Raftova hypotéza se s touto neveselou situaci
vyporadala celkem elegantné. Jeji pfiznivci
konstatovali, Ze biochemické diikazy existen-
ce raftl jsou dostate¢né presvédcivé a potize
s jejich zviditelnénim jsou zptisobeny tim,
ze bunka obsahuje velky pocet malych raf-
td, jejichz rozlieni je pod moznostmi optic-
ké mikroskopie. Elektronovou mikroskopii
nelze pouzit, protoze drastické podminky
v komoie mikroskopu nejsou sluditelné se
zachovanim tak kfehkych struktur, jakymi
membranové rafty nejspise jsou.

Dalsi argumenty proti pfedstavé mem-
branovych rafthi jako organiza¢nich center
bunééné signalizace prinesly funkéni expe-
rimenty. Do buné¢né membrany byly vnese-
ny podobné molekuly jako zminéné kotvené
receptory, které byly pomoci vhodnych mast-
nych kyselin zacileny bud do ,raftové, nebo
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do ,neraftové“ membrany. Signély pfendsely
v obou piipadech témér stejné.

Jesté vétsi problém ptinesl raftové hypoté-
ze vysledek experimentu, pii némz byl mimo
rafty zacilen raftovy signalni protein LAT.
Pokud pomoci bodové mutace odstranime
jednu jeho membranovou kotvu, protein
zméni lokalizaci a piestane plnit své funk-
ce. To by bylo v pofadku. Problém vznikl,
kdyz byl vytvoien protein, ktery ma signal-
ni ¢ast z proteinu LAT a membranovou kot-
vu z neraftového signdlniho proteinu LAX.
Tento hybridni protein prenasi signaly stejné
jako nemutovany LAT, a pfitom se v raftech
nenaléza. I s timto tvrdym ofiskem si rafto-
va hypotéza poradila. Jeji zastanci navrhli,
ze existuji tézké rafty, které vypadaji podob-
né jako ty klasické, plni podobné funkce, ale
kvali vétsimu obsahu proteint pfi ultracent-
rifugaci* nevyplavou do raftové frakce. Proto
si jich predtim nikdo nevsiml. Autor fizniho
proteinu LAT tedy nahodou sdhl po mem-
branové kotvé, kterd nezacilila LAT mimo
rafty, jak chtél, ale do tézkych raftt. Nikdo
zatim presvédcivé neprokazal jejich existen-
ci a jejich pfedpoklddané vlastnosti ani nene-
chavaji mnoho moznosti, jak to pfi soucas-
ném stavu poznani ucinit.

Vsimnéme si napadné podobnosti neusta-
lych zmén piivodné jednoduchého raftového
paradigmatu se zavadénim hypercykli, kte-
ré mély za tkol zachranit geocentrickou teo-
rii vesmiru, kdyz se hroutila pod naporem
zpiesnénych dat o pohybu planet...

Rozporuplné vysledky

Nas tym experimentoval s lokalizaci fosfo-
diesterazy 8a (PDES8a), ktera je zakotvena
v biologickych membranach pomoci dvou
lipidovych kotev, kyseliny myristové a pal-
mitové. Porovnani bunééné lokalizace muto-
vanych forem, které jednu nebo druhou
z téchto kotev postradaly, s ptivodnim pro-
teinem ukazalo zajimavy fakt. Odstranéni
jedné kotvy (palmitatu) zptsobi skoro tpl-
ny pfesun proteinu z plazmatické membrany
na endoplazmatické retikulum (o endoplaz-
matickém retikulu viz napf. Vesmir 79, 24,
2000/1). Podobné se chovaji i dvé kindzy
z rodiny Src, z nichz jedna pfirozené nese
obé¢ kotvy a druha jen jednu. Zda se, ze dvé
kotvy neslouzi ani tak k raftovému zacileni

proteinu, jako k jeho zacileni na spravnou
membranu obecné.

Rozporné vysledky prinesly pokusy zjistit
rafty méfenim Gc¢innosti FRET,? coZ je neza-
fivy pfenos energie mezi dvéma molekulami
fluorescen¢niho barviva. Jak se projevi v pra-
xi? Kdyz excitujeme jednu z téchto barvi-
¢ek (pokud jsou riizné, tak tu kratkovinnéj-
§1), nesviti ona, ale ta druhd. Hlavn{ aplikace
FRET v biologii vyuziva fakt, ze jeho Gcin-
nost klesd se Sestou mocninou vzdalenosti
obou molekul, takze nezarivy pfenos ener-
gie probiha prakticky jen mezi molekulami
lezicimi v nejvétsi blizkosti. Proto se zminé-
na metoda hodi k detekci pfipadnych mem-
branovych raftii. Jejich mald velikost, ptivod-
né stanovena na zakladé nedspéchii optické
mikroskopie, pfedurcuje slozky raftti k tomu,
aby mezi nimi probihal nezativy pienos
energie se zfetelné vyssi G¢innosti nez mezi
yneraftovymi“ slozkami membran.

V literatufe lze nalézt experimenty s FRET
se zcela rozpornymi vysledky, fada poku-
st je ocividné zatiZena metodickymi chyba-
mi. Nékterd novéjsi méfeni jsou viak velmi
kvalitni a jejich hlavnim zavérem je, ze mno-
hé membranové proteiny okolo sebe skutec-
n¢ maji maly okrsek membriny se zménény-
mi vlastnostmi. Tyto proteiny se ale uvnitf
svych obali navzajem neshlukuji, takze jim
obaly neslouzi jako zakladny pro vzijemné
interakace. Navic maji navzajem dosti odlis-
né slozeni a rtiznou afinitu k riznym jinym
obaliim. Nezda se, ze by na membrané vzni-
kaly samovolné, spis se tvofi okolo zanoiujici
se Casti proteinu. Raftova hypotéza reagovala
na studie s FRET i dalsi poznatky tim, Ze zvy-
Sila pocet pfedpokladanych typt raftd, které
ovsem stale maji typicky raftové vlastnosti.

Solvatacni hypotéza

Odividné riéiznd extrahovatelnost membra-
novych proteinli, rozmanitost jejich kotvi-
cich struktur i vysledky pokust vyuzivajicich
FRET jasné ukazuji, ze se okolo proteinii dé-
je s membranami néco zvlastniho. Hypoté-
za membranovych raftdi na to reagovala jako
prvni, ale jak s pfibyvajicimi poznatky pfi-
byvaji dalsi typy raftfi, zac¢ina byt tézkopad-
na a vzdaluje se moznosti experimentalniho
ovéfeni. Zajimavéjsi pohled na véc mtizeme
odvodit ze zdanlivé banalniho faktu: Kdyz

1. Barveni lidskych
epitelialnich bunék
linie HeLa pomoci
fluorescenénich
lipidd, které se
selektivné koncentruji
v predpokladané
Jraftové” (vlevo) ¢&i
.neraftové” (vpravo)
membrané, poskytuje
téméer homogenni
signal. Razné
skvrny a tecky okolo
membrany jsou
zpusobeny tim, Ze
buriky vytvareji na
svém povrchu rizné
zahyby a chlupy. Ty
se na tenkém rezu

z konfokalniho
mikroskopu projevi
pravé takto.

1) Jako jsou napf. Triton X-100,
NP 40 & Brij 58.

2) Pouziti hustotnich gradientd.
V praxi nemusi byt zachovavan
predpoklad, Ze sedimentace
probiha v homogennim prostredi.
Vzorky Ize centrifugovat

v piitomnosti urcité inertni

latky (sacharéza, CsCl), jejiz
koncentrace, a tim i hustota
roztoku vzristaji smérem ke dnu
kyvety. Toto pouZiti hustotniho
gradientu poméha lepsimu
rozdéleni jednotlivych slozek
vzorku.

3) Nékteré vyzkumné tymy
prosazovaly jina oznaceni, napr.
GEM (glykolipid enriched
microdomains), tedy o glykolipidy
obohacené mikrodomény.

4) Ultracentrifugace je nezbytnou
soucasti izolace proteind,
nukleovych kyselin a buné¢nych
organel. Prvni ultracentrifuga
byla vyvinuta Svédskym
biochemikem Svedbergem,
dosahovala rychlosti 80 000
otacek za minutu.

5) FRET - fluorescence resonance
energy transfer.
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2. Tytéz bunky donucené vnesenym genem k tomu, aby produkovaly zeleny fluo-
rescen¢ni protein, zakotveny riiznymi zplisoby do membrany. Je vidét, Ze zatim-
co kombinované pusobeni dvou membranovych kotev (myristylace a palmityla-
ce) posle protein na cytolpazmatickou membranu (vlevo), samotna myristylace
jej zacili na endoplazmatické retikulum (uprostfed - je vidét dvé transfekované
aminimalné dvé netransfekované buriky). Fluorescencni protein bez kotvy je volné
v cytoplazmé (vpravo). Cervené je oznageno endoplazmatické retikulum. Viech-
ny snimky byly fotografovany na Zivych burikach konfokalnim mikroskopem Leica
TCS SP2.

se protein zanoii do cytoplazmatické mem-
brany, bude mit rtiznou afinitu k rdznym je-
jim slozkam. To pfirozené povede k zvy$eni
koncentrace nékterych lipidd v jeho bezpro-
sttednim okoli. Membrana se proteinu pfi-
zpusobi, podobné jako se voda svou struktu-
rou ptizptisobuje tfeba rozpusténému iontu.

Tento jev je znam dlouho a vlastné by bylo
divné, kdyby se nic takového nedélo. Je vsak
prekvapivé, jak maélo je spojovan s membra-
novymi rafty. Pfitom by mohl vysvétlit vysled-
ky detergentti, mikroskopie i FRET. Zajimavé
je, Ze zcela v souladu se solvata¢ni hypotézou
jsouispecialni pfipady, kdy na burice miiZzeme
najit velké a pozorovatelné rafty. Ty tvofi tie-
ba membrana kaveol (,jamek, kam se zano-
fuji nékteré receptory), membrana nékterych
obalenych virti pucicich z bunky nebo mem-
brana imunologické synapse (misto kontaktu
dvou imunitnich bunék). Vesmés jde o okrs-
ky membrany pro$pikované transmembrano-
vymi proteiny, a tedy i jejich obaly. To, ze lze
pomoci transmembranovych peptidi vytvo-
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podpory Grantové
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fit doménu na umélé membrané, je jiz experi-
mentalné ovéreno.

Obaleni castic rozpusténé latky
molekulami rozpoustédia

Nabizi se otazka, zda solvatace dokonce
nebrani tvorbé velkych raftt, které samovol-
n¢ vznikaji na umélych membranach nebo
na bunkach za nefyziologickych podminek,
ale na zdravych bunkéch az napadné chybéji.
Dalsi zajimava, testovatelna, i kdyz zatim Cisté
fiktivni mozZnost vyplyva z faktu, ze solvatac-
ni obaly jsou v dynamické rovnovaze s okol-
ni membranou a jejich velikost bude zaviset
na koncentraci urcitého lipidu v membrané.
Pokud solvatace skute¢né ovliviiuje vzajem-
nou afinitu proteint, jeji regulaci by bunka
mohla velmi jemné ladit citlivost rtiznych
receptorti na své membrané, ze slozeni mem-
brany by se stal integrujici prvek, odrazejici
»haladu® bunky.

Raft, tedy lipidovy obal, v nasem pojeti
prestava byt pristavem, kde se koncentruji
lodé¢, jez by se na volném oceanu tézko hle-
daly, a stava se z néj spis néco jako oblek, po-
dle néhoz potencidlni partner mtze usoudit,
zda se s jeho majitelem chce bavit ¢i ne.
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Jaromir Stétina — Brutalita moci
Nova kniha rozhovort mapuje pfedevsim posled-
nich $est let Zivota Jaromira Stétiny, ktery se z vale¢-
ného zpravodaje stal senatorem. Zabyva se zejmé-
na brutalitou moci, nasilim, ovlddanim druhych.
Predobrazem je jedendct alegorickych soch ctnosti
a neresti z Kuksu. Na pozadi soucasnych i minulych
udalosti se Stétina zamy3li nad jednotlivymi ctnost-
mi a nefestmi.
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Karel Hvizdala vydal na dvacet kniznich rozhovord,
v nichZ zUstéva v pozadi. V této knize se tentokrat
odkryva interviewer, Karel Hvizdala, a jeji spolu-
autorka podava svédectvi o premyslivém clove-
ku, ktery hloubkou zabéru svého tazani a védéni
sméfuje proti trendu dnesni doby s jeji orientaci
na povrchnost.
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