
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

Ekstrakcija holesterola

Inhibicija sinteze holesterola

Perturbacija stabilnosti rafta

 Antibiotiki:

filipin, nistatin, amfotericin

 Porotvorne snovi: 

saponin, digitonin, streptolizin O

 metil--ciklodekstrin

 lovastatin

 Eksogeni holesterol

 Eksogeni gangliozidi

 Eksogene polinenasičene maščobne kisline

Sekvestracija holesterola



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



Eksperimentalni pristopi za študij lipidnih raftov



Flotacija v detergentu-netopnih membran 

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

Nekateri proteini izražajo šibko, a občutno interakcijo z rafti, 

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

HA VSV-G

LDL-R hTfR

Topnost v TR X-100

VSV-G

Saharoza



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 fluorescenčne resonance – FRET



FRET za detekcijo lipidnih raftov
FRET kot funkcija površinske gostote donorja in akceptorja
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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 proteinov, ki sodelujejo pri prenosu 

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

 Limfociti in nevroni jih ne vsebujejo.



Funkcija

lipidnih mikrodomen



V celicah cav-1-/- mišk NI kaveol:
pljučno tkivo pod elektronskim mikroskopom

as – alveolarni prostor

cap – kapilara

av – arterija

en – endotelij

ep – epitelij

bm – bazalna membrana

divji tip (WT)

cav-1-/- (KO)



Patomorfološke spremembe pljuč pri cav-1-/- miški

rezultirajo v njeni fizični šibkosti

- Povečana vsebnost

izvenceličnega

fibrilarnega

matriksa (fibroza)

Odebelitev

alveolarnih sten

Povzroči jo:

- nenadzorovana rast

endotelijskih celic
(Cav-1 je tumorski supresor)

Rezultat je 

fizična šibkost



Celični procesi, ki vključujejo lipidne rafte

 Homeostaza Ca2+

 Od klatrina neodvisna endocitoza:

- kaveolin-odvisna (potocitoza)

- kaveolin-neodvisna endocitoza

 Transport in razvrščanje proteinov in lipidov

 Prenos signalov



Nekatere signalne molekule v lipidnih raftih



Predlagani načini

za prenos signalov

potom lipidnih raftov
CD59, efrin A5

CD20, FcεRI

(1,2) EGFR, PDGFR

(3) IL-2R



Signalna specifičnost

različnih sub-populacij

lipidnih raftov.

agregacija raftov

fiziološki odziv 1 fiziološki odziv 2

raft Braft A

Tvorba signalnih 

kompleksov višjega reda

z združevanjem 

lipidnih raftov:

- ojačitev signala

- povezovanje signalnih poti

- prostorska regulacija



Alergični imunski odziv:

signalizacija preko IgE receptorja (FcRI)

Mastociti, bazofilci

Ca2+


Izločanje histamina

 alergični odziv

Multivalentni antigen

IgE

Fc receptor

Nadaljnje signaliziranje

ITAM motivi



Celični procesi, ki vključujejo lipidne rafte

 Homeostaza Ca2+

 Od klatrina neodvisna endocitoza:

- keveolin-odvisna (potocitoza)

- keveolin-neodvisna endocitoza 

 Transport in razvrščanje proteinov in lipidov

 Prenos signalov



Funkcije lipidnih raftov v transportu mešičkov

tvorba

organizacija citoskeleta,

transport

razvrščanje

interakcija s 

citoskeletom 

stikanje in 

fuzija s PM



Razvrščanje proteinov v polariziranih celicah
(npr. v epitelijski celici)



Lipidni rafti sodelujejo pri 

transportu holesterola in sfingolipidov



Celični procesi, ki vključujejo lipidne rafte

 Homeostaza Ca2+

 Od klatrina neodvisna endocitoza:

- keveolin-odvisna (potocitoza)

- keveolin-neodvisna endocitoza 

 Transport in razvrščanje proteinov in lipidov

 Prenos signalov



Potocitoza:
zajetje in vnos molekul/ionov v celico s kaveolo

pH



Opičji virus 40 (SV40) vstopa v celico s potocitozo



40C 15 min, 370C

Kaveolarna endocitoza SV40



Lokalizacija virusa SV40 v celicah 
(16h po izpostavitvi CV-1 celic virusu pri 37oC)

Cav-1+ organeli

9% prekrivanje

retikularni ER 

70% prekrivanje

gladki ER

80% prekrivanje

Golgijev aparat

5% prekrivanje



Transport od kaveole na PM do ER

poteka preko vmesnega organela – kaveosoma



Transportne poti preko kaveol

vodijo s PM do ER in Golgijevega aparata

preko znotrajceličnih struktur brez endosomalnih markerjev



Kaveosom

 se ne nakisa (nevtren pH)

 vsebuje kaveolin

 ne vsebuje markerjev za endosome, 

lizosome, ER ali Golgijev aparat

 ligandi klatrin-posredovane endocitoze 

ne zaidejo vanj



Retrogradni celični transport preko kaveol

(a) CTx (Vibrio cholerae)   LTIIb enterotoxin (E. coli) 

veriga A

verige B

receptor

oligosaharidna

domena

ceramidna

domena

CTx

(b) 



Štiri možne dostave molekul 

v celico s potocitozo

Folat

Fe2+

Ca2+

Voda

Retinol

Holesterol

Virus SV40

CTx

CD59

FGF

AMF

GH

Albumin

Transtiretin

Trombomodulin

Plazemski proteini

Voda

AP

Bradikinin

ACh

Endotelin

gp114

Kaveola

Kaveolarni

vezikel

Kaveolarni

vezikel

Kaveolarni

vezikel
Kaveolarni

vezikel
Kaveolarni

vezikel



Celični procesi, ki vključujejo lipidne rafte

 Homeostaza Ca2+

 Od klatrina neodvisna endocitoza:

- keveolin-odvisna (potocitoza)

- keveolin-neodvisna endocitoza 

 Transport in razvrščanje proteinov in lipidov

 Prenos signalov



Od klatrina neodvisna 

receptor-posredovana endocitoza TeNT

translokacija vezava



Ekstrakcija holesterola povzroči razbitje raftov in s tem

prepreči vnos in znotrajcelično aktivnost TeNT

Endocitoza 125I-transferina

(od klatrina odvisen proces)

Nevroni hrbtenjače
(v nevronih ni kaveol)

ko-receptor za TeNT je

GPI-protein Thy-1

obdelava z MCDX

ni obdelave z MCDX



Thy-1



Celični procesi, ki vključujejo lipidne rafte

 Homeostaza Ca2+

 Od klatrina neodvisna endocitoza:

- kaveolin-odvisna (potocitoza)

- kaveolin-neodvisna endocitoza 

 Transport in razvrščanje proteinov in lipidov

 Prenos signalov



Val Ca2+ izvira z roba celice, 

ki je bogat s kaveolinom

endotelijske celice

goveje aorte 

napolnjene z Indo-1

stimulacija celic z ATP  mobilizacija IP3

interval – 0.34 s

C
a

2
+

 v
a
l 

Kaveolin         Aktin             Tubulin        Združeno 



Kaveole so obogatene s proteini, ki so vključeni v

regulacijo znotrajcelične [Ca2+]

Trije načini, s katerimi lahko kaveola regulira nastanek in širjenje Ca2+ valov

PMCA

GPCR

senzitizacija

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

IP3RLP
Ca2+

PM

IP3



Ključne naloge kaveol v zvezi s Ca2+

 Prostorska organizacija vstopanja Ca2+ v celico

 Nadzor količine Ca2+, ki vstopa v celico

 Generiranje Ca2+ valov (jakost in frekvenca)

 Regulacija od Ca2+-odvisnih signalnih poti (npr. eNOS:CaM-Ca2+/kaveolin)



Lipidni rafti in bolezni pri ljudeh

 Mišična distrofija (mutacija Cav-3)

 Alzheimerjeva bolezen (tvorba -amiloida)

 Encefalopatije (pretvorba PrC
 PrSc v kaveolah)

 Rak (izguba Cav-1, s tem kaveol  degulacija rasti celic)

 Kardiovaskularne bolezni, npr. ateroskleroza (disfunkcija raftov)

 Patogeni (rafti – vstopna točka v celice) 
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Dodatno branje


