
Struktura 

lipidnih mikrodomen



Singer-Nicholsonov model organizacije BM

kot tekočega (fluidnega) mozaika (1972)



Le del BM je topen pri nizki T (4oC) v detergentu:

Triton X-100 (NP-40) 

Brij-58 

CHAPS

Preostanek membran je topen v detergentu:

oktil glukozid 

zgoraj naštetih detergentih pri višji T



Modelne membrane: 

nekateri lipidi preferenčno medsebojno interagirajo 

in izzovejo fazno ločitev

Lipidi tvorijo:

- strukturo gela (pol-trdna)

- tekočo-neurejeno strukturo (tekoči mozaik)

- tekočo-urejeno strukturo

fosfolipidi sfingolipidiholesterol

R, R` = CH verige MK

R`` = “glava“ PL/SL



Holesterol lahko izzove ločitev (segregacijo) 

tekočih faz

SM+holesterolPC+holesterol SMPC



holesterol

nenasičeni

lipidi

nasičeni

lipidi odboj



Spreminjanje vsebnosti sestavin lipidnih raftov

Sekvestracija holesterola

Ekstrakcija holesterola

Inhibicija sinteze holesterola

Perturbacija stabilnosti rafta



Holesterol v BM 

ni enakomerno 

razporejen!

PM endotelijske celice

Proto- ali P-stran

PM celice gladke mišice

Ecto- ali E-stran

Oborina kompleksa

filipin-holesterol 

Zamrzovanje-lomljenje 

P

E

kaveola
obložena jamica

obložena jamica

kaveola

kaveola



BM so notranje urejene:

koncept lipidnega rafta



Debelina lipidne membrane je odvisna 

od njene sestave

PC(C16:0)

PC+Chol

SM+Chol SM(C18:0)

citosolna stran

zunajcelična stran



Lateralno razvrščanje membranskih proteinov

plašči debelina dvosloja lipidna sidra oligomerizacija

GPI sidro

acilacija
prenilacija





Eksperimentalne tehnike za študij lipidnih raftov



Flotacija membran, netopnih v detergentu

Liza celic v HLAD-

NEM ne-ionskem

detergentu 

lipidni

rafti

topna

frakcija

ultracentrifugiranje
gostotni gradient

saharoze

celice



Raztapljanje BM v 2% (v/v) TR X-100 pri 4oC ali 30oC 

in analiza vzorca s centrifugiranjem v gradientu 

saharoze (flotacijska analiza).

PLAP (PLacental Alkaline Phosphatase) VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein)

višja  nižja gotota višja  nižja gotota



Skepljanje membranskih komponent (patching)



Ločevanje membranskih faz s skepljanjem

membranskih komponent (patching) 



Stabilizacija membranskih domen s 

prečnim povezovanjem MP s protitelesi 

GPI-protein PLAP izražen v nepolariziranih fibroblastoidnih BHK-21 celicah

višja  nižja gostota

PLAP



Skepljanje PLAP (rdeče) in HA (zeleno), proteina iz virusa gripe,

so-izraženih v nepolariziranih BHK-21 celicah

Fiksirane celice

Kolokalizacija

PLAP in HA



Fiksirane celice

Segregacija 

PLAP in hTfR

Skepljanje PLAP (zeleno) in hTfR (rdeče), človeškega receptorja za 

transferin, so-izraženih v nepolariziranih BHK-21 celicah



Skepljanje PLAP ali hTfR (rdeče), prehodno izraženih v nepolariziranih

Jurkat celicah, in gangliozida GM1 (zeleno)

Segregacija

hTfR in GM1

Kolokalizacija 

PLAP in GM1

Ctx - toksin

kolere



Skepljanje PLAP v BHK-21 celicah izzove enak vzorec

akumulacije src-podobne Tyr kinaze Fyn na citosolni strani PM

Razporeditev PLAP

po skepljanju z Ab

Razporeditev Fyn

po skepljanju PLAP



(1) >80% prekrivanje

(2) Delno prekrivanje

(3) Delna segregacija

(4) Popolna segregacija

Topen v TR X-100

Topen v TR X-100 Topen v TR X-100

Netopen v TR X-100

Stopnja kolokalizacije s skepljenim PLAP

Topnost v TR X-100

Nekateri proteini izražajo šibko, a občutno interakcijo z rafti, 

ki je ne moremo zaznati s kriterijem topnosti v TR X-100



Sledenje posameznemu delčku

(angl. „Single Particle Tracking“ – SPT)



F luorescence

R esonance

E nergy

T ransfer

FRET pari

CFP-GFP

FITC-rodamin

Cy3-Cy5

GFP-Cy3

GFP-Cy5

donor

akceptor

Prenos energije z resonanco fluorescence – FRET



FRET za detekcijo lipidnih raftov
FRET kot funkcija površinske gostote donorja in akceptorja
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Lipidne in proteinske komponente raftov/kaveol



Razporeditev in gibanje raftov 

sta odvisna od vrste celice

Polarizirana epitelijska celica (tesni stiki)

- akumulacija v apikalnem delu PM 

Motorični nevron (citoskelet, zunajcelični matriks)

- akumulacija v aksonskem delu PM

Limfocit in fibroblast

- enakomerna porazdelitev v PM 

Osteoklast (citoskelet, zunajcelični matriks)

- asimetrična porazdelitev v PM



Kaveola (caveolae)
vrsta visoko-specializiranega lipidnega rafta



Hu fibroblast

„Anatomija“ kaveole



Kaveolini (Cav)

- Nujni za nastanek kaveole.

- Družina genov Cav je strukturno in funkcijsko ohranjena

od črva (C. elegans) do človeka. 

- Pri sesalcih: Cav-1 ( in ), Cav-2 in Cav-3 (21- bo 25-kDa). 

- Integralni membranski proteini (tri-palmitoilirani).

- Cav-1 in Cav-2 se so-izražata, Cav-3 je mišično-specifičen.

- Polimerizirajo (14-16) in tako oblikujejo kaveolo. 

- Vežejo holesterol, maščobne kisline in interagirajo s

širokim naborom molekul, ki sodelujejo pri prenosu 

signalov (npr. RTyr kinaza, eNOS, G-proteini).

- Limfociti in nevroni jih ne vsebujejo.


