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MIKRODOMENY BLONY KOMORKOWE]J MIEJSCEM ZAPOCZATKOWANIA SZLAKOW
SYGNALOWYCH PRZEZ IMMUNORECEPTORY

Mozaikowy model budowy btony komor-
kowej, zaproponowany 30 lat temu przez
SINGERA i NICOLSONA (1972) zakladal, ze biatka
btonowe sa zanurzone i przemieszczaja si¢
swobodnie w dwuwarstwie lipidowej, sta-
nowiacej dla bialek Srodowisko neutralne.
Obecnie wiadomo, Ze ani topografia biatek w
ptaszczyznie blony ani ich ruchy nie s3 tak do-
wolne jak wynikatoby z tego modelu. Obok
biatek, ktore swobodnie dyfunduja w ptaszczy-
Znie btony sa i takie, ktorych ruch kontrolowa-
ny jest przez biatka cytoszkieletu podbtonow-
ego. Cytoszkielet moze stabilizowa¢ w blonie
biatka — ,bariery”, ktore ograniczaja ruchy in-
nych bialek btonowych lub tez odwrotnie,
ruch niektorych biatek blony moze byc¢
ulatwiony i ukierunkowany przy udziale biatek
motorycznych zasocjowanych z cytoszkiele-
tem (JCOBSON i wspotaut. 1995). Zmienito sie
takze nasze spojrzenie na lipidy btonowe; ich
rozklad w plaszczyznie btony komorkowej nie
jest homogenny. Lipidy organizuja si¢ przejsci-
owo w mikroskupienia, nazywane mikrodome-
nami, ktore wykazuja szczegolne wtasciwosci
fizyko-chemiczne, a przez to wpltywaja na funk-
cjonowanie wybranych biatek btonowych,
ktore z nimi asocjuja.

Szczegolnie duze zainteresowanie skupiaja
ostatnio mikrodomeny formujace si¢ dzieki od-

dzialywaniom pomiedzy sfingolipidami i cho-
lesterolem btony komorkowej. W literaturze
mikroskupienia tego typu nazywa si¢ z angiel-
skiego rafts, czyli tratwy. Pokrewne mikrodo-
menom s3 kaweole, stabilne wpuklenia btony
komorkowej, ktorych rdzen lipidowy rowniez
stanowia sfingolipidy i cholesterol. Struktury
te wyrozniaja si¢ jednak obecnoscia kaweoli-
ny, palmitylowanego biatka integralnego
btony, wiazacego cholesterol. Kaweole wyste-
puja obficie (obok mikrodomen) w fibrobla-
stach, komorkach nabtonka i Srodbtonka oraz
w mieSniowce gladkiej naczyi. Z drugiej stro-
ny, sa komorki takie jak leukocyty oraz neuro-
ny, w ktorych ekspresja kaweoliny jest mini-
malna, a kaweole nie formuja si¢. Problematy-
ka funkcji kaweoli jest obszerna, a niektore jej
aspekty kontrowersyjne. Zagadnienia te sa te-
matem kilku wyczerpujacych prac przeglado-
wych (ANDERSON 1998, SIMONS i TOOMRE
2000, ZAJCHOWSKI i ROBBINS 2002) i wykra-
Cczaja poza ramy niniejszego opracowania. W
pracy tej omowiono strukture sfingolipido-
wo-cholesterolowych mikrodomen btony ko-
morkowej, a takze ich role w generacji szlakow
sygnalowych przez immunoreceptory leukocy-
tow, ktore inicjuja szeroka game reakcji odpor-
noSciowych cztowieka.
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MIKRODOMENY BLONY KOMORKOWEJ BOGATE W SFINGOLIPIDY I CHOLESTREOL

Sfigolipidy, czyli sfingomielina i glikolipidy
blony komorkowej, wystepuja  prawie
wylacznie w jej zewnetrznej warstwie. Lipidy
te wykazuja tendencj¢ do samoagregacji w
btonie z uwagi na interakcje ich polarnych
glowek oraz wiazania wodorowe powstajace
pomie¢dzy grupami hydroksylowymi i karbony-
lowymi, zlokalizowanymi w przypowierzch-
niowym fragmencie sfingolipidow. Lancuchy
nasyconych kwasow ttuszczowych, ktore prze-
wazaja w sfingolipidach, umozliwiaja im z ko-
lei ciasne upakowanie w plaszczyznie blony.
Pozostate wolne przestrzenie pomiedzy tancu-
chami kwasow tluszczowych sfingolipidow
wypetnia cholesterol, ktory sprawia jednocze-
$nie, ze mieszanina sfingolipidowo-cholestero-
lowa przechodzi w tzw. faz¢ cieczy uporzadko-
wanej, gwarantujacej stosunkowo wysoka ru-
chliwosc¢ lipidom sfingolipidowo-cholestero-
lowych mikrodomen, co ma istotne znaczenie
dla ich funkcjonowania w btonie. Dzieki tym
specyficznym wlaSciwoSciom, mikrorejony
btony komorkowej bogate w cholesterol i sfin-
golipidy, wyodrebniaja si¢ z otoczenia bardziej
ptynnych obszar6w blony, zawierajacych
glownie glicerofosfolipidy, acylowane zarow-
no resztami nienasyconych, jak i nasyconych
kwasow thuszczowych (BROWN i LONDON
1997, BROWN 1998).

Analiza skladu lipidowego mikrodomen ko-
morek nablonkowych i tucznych przeprowa-
dzona metoda spektrometrii masowej wyka-
zala, ze lokalny poziom sfingomieliny jest wyz-
szy o ok. 30%, a poziom cholesterolu przewyz-
sza co najmniej dwukrotnie Srednia zawartoS¢
tych lipidow w calej btonie komorkowej. Po-
nadto, niektore glikolipidy zidentyfikowano
wylacznie we frakcji mikrodomen. Zaréwno
sfingomielina jak i glicerofosfolipidy tej frakcji
wyrdzniaja sic wyzszym stopniem nasycenia
reszt kwasow tluszczowych niz przecietna
wartoS$¢ nasycenia tych reszt we wszystkich li-
pidach komorki (FRIDRIKSSON i wspolaut.
1999, PIKE i wspotaut. 2002). Specyficzne Sro-
dowisko lipidowe mikrodomen stwarza wa-
runki sprzyjajace akumulacji wybranych biatek
(Ryc. 1A). Naleza do nich biatka polaczone z
jednostka glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI)
i skupione w zewnetrznej warstwie mikrodo-
men oraz kinazy tyrozynowe z rodziny Src, za-
kotwiczone w warstwie cytoplazmatycznej mi-
krodomen. Zakotwiczenie to zachodzi poprzez
reszty nasyconych kwasow palmitynowego i

mirystynowego, ktorymi kinazy Src sa acylowa-
ne przy koncu N (SHENOY-SCARIA i wspotaut.
1993, KABOURIDIS i wspotaut. 1997, VAN'T HOF
i RESH 1997). O lokalnej akumulacji wspomnia-
nych bialek decyduje dopasowanie struktury
nasyconych kwasow tluszczowych, potaczo-
nych z kinazami rodziny Src, oraz kotwicy GPI
biatek powierzchniowych do uporzadkowanej
struktury lipidow mikrodomen. Odrebna gru-
pe bialek stanowia niektore receptory btono-
we, takie jak immunoreceptory, ktore asocjuja
z mikrodomenami przejsciowo, po aktywacji.
Zainteresowanie mikrodomenami podyktowa-
ne jest, obok ich udzialu w generacji szlakow
sygnalowych przez wspomniane receptory,
takze potencjalnie patofizjologiczna rola mi-
krodomen. Z powodu specyficznego skladu
biatkowo-lipidowego mikrodomeny sa miej-
scem genezy chorob neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera i Creutzfeldta-
Jakoba, oraz stanowia wrota zakazen bakteryj-
nych i wirusowych, na przyktad HIV-1 (SIMONS
i EHEHALT 2002).

Wspomniany sktad biatkowo-lipidowy mi-
krodomen bada sie gtbwnie metodami bioche-
micznymi, po ich izolacji z lizatbw komorek. W
tym celu komorki poddaje si¢ lizie w obecno-
Sci detergentow niejonowych, glownie Tryto-
nu X-100. Geste upakowanie lipidow w mikro-
domenach utrudnia interkalacje detergentu w
ich obrebie sprawiajac, ze mikrodomeny, ale
nie ich glicerofosfolidowe otoczenie, pozo-
staja w detergencie nierozpuszczone. Otrzy-
mane lizaty komorek poddaje sic wirowaniu w
gradiencie gestosci sacharozy lub OptiPrepu. Z
uwagi na wysoka zawartosc¢ lipidow, komplek-
sy bialkowo-lipidowe, jakimi sa mikrodomeny,
cechuja si¢ niska gestoScia wlasciwa, ok. 1,05
g/ml, i moga zostac oddzielone od reszty biatek
komorki, plasujac sic w gorze gradientu. Otrzy-
mana frakcja blonowa, zawierajaca miedzy in-
nymi biatka z kotwica GPI i kinazy z rodziny
Src, jest czesto okreslana skrotem DRM (ang.
detergent resistant membranes). Wickszos¢
biatek komorkowych jest obecna w dolnych
frakcjach gradientu o wysokiej gestoSci wlasci-
wej, ok. 1,3 g/ml (BROWN i ROSE 1992, AHMED i
wspolaut. 1997). Kolejna cecha mikrodomen,
wykorzystywana w badaniach biochemicz-
nych, a takze funkcjonalnych, jest ich wrazli-
woS$¢ na zmiany poziomu cholesterolu w
btonie komoérkowej. WrazliwoS¢ ta wynika z
faktu wzbogacenia cholesterolu w obrebie mi-
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Ryc. 1. Schemat organizacji mikrodomen btony komorkowej bogatych w sfingolipidy i cholesterol w
komorkach spoczynkowych (A) i po aktywacji receptora FcyIIA (B).

krodomen i jego istotnej roli strukturalnej w
formowaniu mikrodomen. W uktadach do-
Swiadczalnych poziom komoérkowego chole-
sterolu obniza si¢ hamujac jego syntez¢ lub, al-
ternatywnie, cholesterol usuwa si¢ przyzycio-
wo z komorek stosujac S-cyklodekstryne i jej
pochodne. Zwiazki te sa cyklicznymi oligosa-
charydami, ktore wiaza sie do btony komorko-
we€j i, nie naruszajac jej nieprzepuszczalnosci,
ekstrahuja z niej specyficznie cholesterol
(KILSDONK i wspotaut. 1995). Btona komorko-
wa zawiera ok. 90% calej puli cholesterolu ko-
morkowego, dlatego tez uzycie f-cyklode-
kstryn pozwala efektywnie zubozy¢ komorki w
ten sterol, prowadzac do dezintegracji stingoli-
pidowo-cholesterolowych mikrodomen btony
komorkowej. Zgodnie z tym stwierdzono, ze
po obnizeniu poziomu cholesterolu w komor-

kach o ok. 60% biatka mikrodomen staja si¢ roz-
puszczalne w Trytonie X-100 i w trakcie frak-
cjonowania otrzymywanych lizatow prze-
mieszczaja sie do frakcji gradientu o wysokiej
gestosci wlasciwej (MONTIXI i wspotaut. 1998,
SHEETS i wspolaut. 1999, KWIATKOWSKA i
wspotaut. 2003).

Metoda izolacji frakcji DRM przez wirow-
anie w gradiencie gestoSci, zaproponowana
przez BROWN i ROSE (1992), poparta seria prac
na btonach modelowych, jest stosowana po-
wszechnie w pracach nad mikrodomenami.
Jak wykazaly kolejne badania, otwiera ona jed-
nak szerokie pole dla potencjalnych biedow in-
terpretacyjnych, wynikajacych chociazby z nie-
zamierzonej rekonstytucji blony w trakcie izo-
lacji DRM (KORZENIOWSKI i wspotaut. 2003).
Ponadto, frakcja DRM zawiera¢ moze, obok
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sfingolipidowo-cholesterolowych  mikrodo-
men blony komoérkowej, mikrodomeny for-
mujace si¢ w blonach aparatu Golgiego oraz
(gdy izolowane z pewnych typow komorek)
kaweole, struktury btony komorkowej po-
krewne mikrodomenom. Z tego tez wzgledu,
kluczowe dla przyjecia koncepcji o istnieniu
mikrodomen sfingolipidowo-cholesterolo-
wych w btonie komoérkowej byto ich wykrycie
in situ. W tym celu stosowano wyrafinowane
techniki mikroskopowe, takie jak Sledzenie
toru pojedynczej czasteczki, najczesciej biatek
z kotwica GPI (CD90, lozyskowa fosfataza alka-
liczna) lub lipidow typowych dla mikrodomen
(SHEETS i wspotaut. 1997, PRALLE i wspotaut.
2000). Przydatne byly tez techniki sieciowania
chemicznego oraz rezonansowego przeniesie-

nia energii fluorescencji (FRIEDRICHSON i
KURZCHALIA 1998, ZACHARIAS i wspotlaut.
2002). W wiekszoSci tego typu prac udato si¢
potwierdzic istnienie mikrodomen w btonach
zywych komorek oraz wypracowac konsensus
co do ich wielkoSci. Przyjmuje si¢, ze sa to bar-
dzo dynamiczne struktury rzedu 30-50 nm, co
pozwala przypuszczad, ze skupiaja one okoto
3500 lipidow i 30 czasteczek biatek (Ryc. 1A).
Wyniki badan ostatnich pieciu lat wykazaty tak-
ze, ze sfingolipidowo-cholesterolowe mikro-
domeny blony komorkowej sa miejscem aku-
mulacji aktywowanych immunoreceptorow i
stuza jako platformy, w ktorych zapoczatkowy-
wane sa szlaki sygnalowe tych receptorow.

AKTYWACJA IMMUNORECEPTOROW

Immunoreceptory to heterogenna grupa
bialek transbtonowych komorek hematopo-
etycznych, obejmujaca antygenowe receptory
limfocytow T i B (TCR i BCR), receptory Fc,
wiazace fragment Fc immunoglobulin réznych
klas, i niektore receptory komorek NK. Wieksz-
o8¢ limfocytow T rozpoznaje antygeny po-
przez TCR, zbudowany z dimeru tancuchow « i
B, ktory asocjuje z fancuchami sygnatowymi §
oraz kompleksem CD3 (Ryc. 2A, B). Po aktyw-
acji TCR przez antygen, limfocyty T proliferuja
i, jako heterogenna grupa komorek, spelniaja
roznorodne funkcje — jedne z nich moga zab-
ija¢ komorki zakazone przez wirusy (limfocyty
cytotoksyczne CDS8"), inne aktywuja kolejne
komorki ukladu odpornoSciowego przez
produkcje i sekrecje bioaktywnych limfokin
(limfocyty pomocnicze CD4"). Wsrod tych
ostatnich znajduja sie¢ limfocyty pomocnicze,
ktore warunkuja przeksztalcenie limfocytu B,
aktywowanego wczesSniej przez BCR, w
komorke intensywnie wytwarzajaca i uwal-
niajaca przeciwciala. Receptor Fcel, obecny w
blonie bazofili i komorek tucznych, za-
poczatkowuje reakcje alergiczne. Immunoglo-
buliny E, powiazane z tymi komorkami za po-
srednictwem podjednostki a receptora Fcel
rozpoznaja antygeny-alergeny, co skutkuje
uruchomieniem kaskad sygnatowych przez
lancuchy sygnatowe j i y receptora. W efekcie,
dochodzi do egzocytozy histaminy i innych
mediatorow reakcji zapalnej (Ryc. 2A, B). Z ko-
lei receptory Fcy, w tym wyjatkowy, bo mo-
nomeryczny receptor FcyllA, wiaza immuno-

globuliny G umozliwiajac fagocytoze, czyli in-
ternalizacje i dezintegracje patogennych mi-
kroorganizmoOw przez wyposazone w recepto-
ry Fcy makrofagi i neutrofile (Ryc. 2A, B). Po
wtargnieciu do naszego organizmu mikroorga-
nizmy takie moga by¢ rozpoznane i optlasz-
czone przez przeciwciala — immunoglobuliny
G. To wtasnie takie ,naznaczenie” obcych
czastek przez przeciwciata prowadzi do ich fa-
gocytozy przy udziale receptorow Fcy (GOLAB i
wspotaut. 2002).

Pomimo réznorodnosci struktury, funkcji i
ekspresji immunoreceptory maja kilka zasadni-
czych cech wspolnych. Pierwsza z nich to
wspolna cytoplazmatyczna sekwencja sy-
gnatlowa ITAM (ang. immuoreceptor tyrosi-
ne-based activation motif) charakterystyczny,
kilkunastoaminokwasowy odcinek zawie-
rajacy dwie konserwatywne reszty tyrozyno-
we. Fosforylacja tych dwoch reszt tyrozyno-
wych jest pierwsza zidentyfikowana reakcja
enzymatyczna kaskady sygnalowej immunore-
ceptorow, zachodzaca po zwigzaniu ligandow
(Ryc. 2B). Fosforylacje te katalizuja wspomnia-
ne juz wczesniej kinazy z rodziny Src. TCR fos-
forylowany jest przez Lck i Fyn, za fosforylacje
receptoroOw Fcel i FcyIIA odpowiada kinaza
Lyn (FIELD i wspoétaut. 1995, KABOURIDIS i
wspotaut. 1997, KWIATKOWSKA i wspoOtaut.
2003). Ufosforylowane reszty tyrozynowe se-
kwencji ITAM staja si¢ miejscami zakotwicze-
nia kolejnych kinaz tyrozynowych z innej ro-
dziny — kinazy Zap70 lub Syk. Kinazy te maja
dwie domeny SH2, ktore rozpoznaja specyficz-
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Ryc. 2. Schemat budowy receptora antygenowego limfocytow T (TCR) i receptorow rozpoznajacych
fragment Fc immunoglobulin E (FceRI) i immunoglobulin G (FcyRIIA).

W czasie aktywacji immunoreceptorow reszty tyrozynowe ich sekwencji sygnatowej ITAM zostaja ufosforylowa-
ne przez kinazy z rodziny Src i staja si¢ miejscem wiazania kinaz tyrozynowych Syk i ZAP70. Procesy te za-
poczatkowuja kaskady sekwencji sygnalowych receptorow, prowadzace do odpowiedniej reakcji komorki.

nie dwie ufosforylowane reszty tyrozynowe se-
kwencji ITAM immunoreceptorow. Dzigki
temu kinazy Syk/Zap70 przemieszczaja si¢ z Cy-
toplazmy i skupiaja sie¢ wokot aktywowanych
receptorow. AktywnosSc¢ kinaz obu rodzin — Src
i Syk — uruchamia kaskade fosforylacji kolej-
nych biatek sygnalowych. Wokoét aktywowa-
nych immunoreceptorow formuje si¢ lokalny
kompleks bialek adaptorowych i enzymow,
ktore generuja i amplifikuja szlaki sygnalowe
wywolujace ostatecznie wspomniane juz reak-
cje komorek odpornosciowych (Ryc. 2B).
Immunoreceptory maja jeszcze jedna
wspoOlna ceche: ich ligandy, wiazac sie,
wywoluja agregacje immunoreceptorow w

ptaszczyznie blony komorkowej. Dzieje si¢ tak
dlatego, ze ligandy immunoreceptoréw sa wie-
lowartosciowe, to znaczy wystepuja w formie
kompleksow zdolnych do wiazania si¢ z wielo-
ma receptorami jednoczeSnie. Jest to, na
przyktad, kilkaset czasteczek antygenu prezen-
towanych receptorom limfocytow T w postaci
kompleksow peptyd-czasteczka MHC przez
inne komorki. WielowartoSciowe sg tez anty-
geny-alergeny oraz czastki, na przyktad bakte-
rie, oplaszczone przez przeciwciala. DoSwiad-
czalnie wykazano, ze to wlasnie agregacja im-
munoreceptorow jest procesem, ktory warun-
kuje fosforylacje ich sekwencji sygnalowej
ITAM, uruchamiajac tym samym kaskady sy-
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gnalowe wlasciwe tym receptorom. W uktad-
ach modelowych agregacje receptorow
wywoluje si¢ poprzez przyzyciowa inkubacje
komorek z przeciwciatami, ktore specyficznie
rozpoznaja receptor. Z uwagi na fakt, ze kazde
przeciwciato ma dwa miejsca rozpoznajace an-
tygen, zwiazanie przeciwcial mostkuje sasia-
dujace receptory. W efekcie, zwiazanie prze-
ciwciat wywoluje wyrazna agregacje recepto-
row, ktore formuja skupienia w plaszczyznie
blony. Rownolegte badania biochemiczne wy-
kazaly, ze taka indukowana agregacja recepto-
row w blonie prowadzi do fosforylacji reszt ty-
rozynowych ich sekwencji sygnatowej, a takze
uruchamia kaskade¢ fosforylacji biatek towa-

rzyszacych, czyli aktywuje receptory. Dzieki
podwojnemu znakowaniu komorek stwierdzo-
no, ze ufosforylowane biatka gromadza si¢ pod
btona komoérkowa wokot agregatOw recepto-
row. Agregacja immunoreceptorow, analogicz-
na do tej wymuszonej przez wiazanie Swo-
istych przeciwcial, zachodzi w miejscu wiaza-
nia ich fizjologicznych ligandow. Indukowana
jest wtedy fosforylacja sekwencji sygnatowe;j
receptorow, po ktorej nastepuje uruchomione
wilaSciwych szlakow sygnatowych (KWIAT-
KOWSKA i SOBOTA 1999).

UDZIAL. MIKRODOMEN W AKTYWACJI IMMUNORECEPTOROW

Biorac pod uwage nast¢pujace fakty: (i) ak-
tywacja immunoreceptorow zaczyna si¢ od ich
agregacji w plaszczyznie btony komorkowej,
(ii) pierwszym etapem generacji sygnalow jest
fosforylacja konserwatywnych reszt tyrozyno-
wych sekwencji sygnalowej receptoréw przez
kinazy z rodziny Src, (iii) kinazy te sa kompart-
mentalizowane w sfingolipidowo-cholestero-
lowych mikrodomenach btony komorkowej,
postawiono teze, ze wilaSnie mikrodomeny
btony komorkowej sa miejscem agregacji akty-
wowanych receptoréw. W komorkach niesty-
mulowanych immunoreceptory zlokalizowa-
ne sa poza obszarem mikrodomen, w otocze-
niu glicerofosfolipidowym btony komorko-
wej. Wiazanie ligandow wymusza agregacje re-
ceptorow i translokacje do obszaru mikrodo-
men. W obrebie mikrodomen immunorecepto-
ry znajduja si¢ w sasiedztwie kinaz z rodziny
Src, ktore fosforyluja reszty tyrozynowe se-
kwencji sygnatowej receptorow, uruchamiajac
kaskady sygnatowe typowe dla danego immu-
noreceptora w danej komorce (Ryc. 1B).

Teze o asocjacji aktywowanych immunore-
ceptorow z mikrodomenami potwierdzaja wy-
niki licznych badan biochemicznych i mikro-
skopowych. Przyktadem tych pierwszych sa
wyniki frakcjonowania detergentowych liza-
tow komorek uktadu odpornoSciowego w gra-
diencie gestosci, ktore wykazaty, ze mikrodo-
meny btony sa miejscem fosforylacji aktywo-
wanego receptora Fcel, FcyIIA, TCRiBCR. O ile
w komorkach spoczynkowych immunorecep-
tory sa bialkami ekstrahowanymi z blony w de-
tergentach niejonowych i izolowane sa we
frakcjach gradientu o duzej gestoSci wlasciwej,

to po aktywacji przemieszczaja si¢ do frakcji
btony nierozpuszczalnej w detergencie, umiej-
scawiajac si¢ w gornych frakcjach gradientu,
wraz z biatkami z kotwicg GPI, i kinazami z ro-
dziny Src. Ta zmiana gestoSci wlasciwej akty-
wowanych immunoreceptoréw interpretowa-
na jest jako wynik asocjacji aktywowanych re-
ceptorow ze sfingolipidowo-cholesterolowy-
mi mikrodomenami btony komorkowej. Akty-
wowane immunoreceptory, izolowane we
frakcjach mikrodomen gradientu, byty ufosfo-
rylowane. Kinazy Lyn, Lck i Fyn zidentyfikowa-
no jako sktadniki kompleksu sygnatowego re-
ceptorow FceRI, FeylIIA i TCR, ktory izolowano
przez immunoprecypitacje receptorow ze
wspomnianych frakcji gradientu. Kinazy te
byty aktywne katalitycznie, odpowiadajac przy-
puszczalnie za fosforylacje receptoréw (FIELD i
wspotaut. 1995, 1997; MONTIXI i wspotaut.
1998; XAVIER i wspotaut. 1998; KWIATKOWSKA
i SOBOTA 2001). Analizujac sktad bialkowy
frakcji gradientu stwierdzono, ze w czasie akty-
wacji immunoreceptorow takze inne liczne
biatka kompleksu sygnalowego tych recepto-
row, takie jak fosfolipaza Cy, Grb2, kinaza 3-fos-
fatydyloinozytolu, Vav, staja si¢ nierozpuszczal-
ne w detergentach, co wskazuje, ze i one aso-
cjuja wtedy przejsciowo z mikrodomenami
(XAVIER i wspotaut. 1998, HARDER i KUHN
2000).

Jak wspomniano powyzej, przyzyciowe ob-
nizenie poziomu cholesterolu w blonie zy-
wych komorek prowadzi do dezintegracji mi-
krodomen. W tych warunkach takze aktywo-
wane immunoreceptory sa podatne na solubili-
zacje detergentem i izolowane sa we frakcjach
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gradientu o duzej gestosci wiaSciwej, a ich fos-
forylacja jest zahamowana. Efekty te sa znoszo-
ne przez przyzyciowa reinkorporacje choleste-
rolu do btony komorek i rekonstytucje mikro-
domen (MONTIXI i wspoétaut. 1998, SHEETS i
wspotaut. 1999, KWIATKOWSKA i wspotaut.
2003). Fosforylacja immunoreceptorow hamo-
wana jest tez po wzbogaceniu blony komoérko-
wej w nienasycone kwasy thuszczowe oraz po
zaburzeniu acylacji biatek, w tym kinaz Src. Z
uwagi na fakty, ze mirystylacja i palmitylacja
tych kinaz warunkuje ich kompartmentalizacje
w obrebie mikrodomen, zaburzenie ich acyla-
cji prowadzi do zubozenie mikrodomen w ki-
nazy Src, co skorelowane jest zzahamowaniem
fosforylacji immunoreceptorow (STULNIG i
wspotaut. 1998, KWIATKOWSKA i wspotaut.
2003). Scista korelacja pomiedzy integralno-
Scia sfingolipidowo-cholesterolowych mikro-
domen blony komorkowej a fosforylacja akty-
wowanych immunoreceptorow potwierdza
wniosek, ze mikrodomeny sa miejscem fosfo-
rylacji immunoreceptorow, a tym samym sa
miejscem zapoczatkowania ich kaskad sy-
gnatowych.

Zasadnicza zaleta tezy o kompartmentaliza-
¢ji aktywowanych immunoreceptorOw w ob-
rebie mikrodomen btony komorkowej jest
fakt, ze ttumaczy ona szybkos¢ i lokalny charak-
ter generowanych sygnalow wewnatrzkomor-
kowych. Asocjacja receptora z mikrodomena-
mi sprawia, ze bialko to znajduje si¢ w nowym
mikrosrodowisku, gdzie stan jego ufosforylo-
wania moze byc¢ tatwo modyfikowany przez
skupione tam kinazy z rodziny Src. W obrebie
mikrodomen limfocytow T zidentyfikowano

biatka Csk, PAG i PEP, ktore sa elementami
ztozonego mechanizmu kontrolujacego aktyw-
nos¢ tych kluczowych dla funkcjonowania im-
munoreceptorow kinaz. Mechanizm ten wyko-
rzystuje dynamiczny, odwracalny charakter od-
dziatywan domen SH2 z ufosforylowanymi
resztami tyrozynowymi bialek. Kinaza Csk od-
powiada za dezaktywacje kinaz z rodziny Src;
fosforyluje ona bowiem C-koncowa reszte ty-
rozynowa kinaz Src, promujac w ten sposob
wewnatrzczasteczkowa interakcje¢ tej reszty z
domena SH2 ufosforylowanej kinazy. Csk prze-
mieszcza sie z cytoplazmy do mikrodomen
dzieki interakcji wlasnej domeny SH2 z ufosfo-
rylowanym transblonowym bialkiem PAG,
kompartmentalizowanym wtasnie w ich obre-
bie. W czasie aktywacji TCR bialtko PAG ulega
defosforylacji, katalizowanej przypuszczalnie
przez zasocjowana z nim fosfataze tyrozynowa
PEP, co prowadzi do dysocjacji kinazy Csk.
Ubytek Csk z mikrodomen otwiera mozliwos¢
defosforylacji supresyjnej reszty tyrozynowe;j z
konca C kinaz rodziny Src. Pelna aktywacja
tych kinaz wymaga dodatkowo fosforylacji
drugiej reszty tyrozynowej, zlokalizowanej w
centrum katalitycznym tych kinaz (BRDICKA i
wspotaut. 2000). Na skutek tych zmian kinazy
Src przyjmuja konformacje optymalna dla ich
aktywnosci katalitycznej i moga fosforylowac
aktywowane immunoreceptory, ktore skupiaja
sic¢ w obrebie mikrodomen. Nagromadzenie
receptorow znacznie ulatwia tez wzajemna ak-
tywacje asocjujacych z nimi (bezposrednio lub
posrednio) czasteczek sygnalowych, ini-
cjujacych kaskady sygnalow wewnatrzkomor-
kowych.

FUZJA MIKRODOMEN JAKO MECHANIZM PROMUJACY URUCHOMIENIE SZLAKOW
SYGNALOWYCH

Teoria o funkcjonowaniu mikrodomen jako
platform sygnalowych immunoreceptorow zo-
stala rozwini¢ta w oparciu o wyniki badan ul-
trastrukturalnych nad rozmieszczeniem rec-
eptorow w plaszczyznie btony komorkowej. Ba-
dania te prowadzono na duzych fragmentach
natywnej blony komorkowej, uzyskiwanych
niekonwencjonalna technika mechanicznego
rozrywania komorek. Stwierdzono, ze aktyw-
acji receptorow Fcel i FcylIA towarzyszy for-
mowanie si¢ wyraznych skupiefi materialu
elektronowo-gestego rozproszonych w plasz-
czyznie blony komorkowej. Skupienia takie
osiagaty 200-300 nm Srednicy, a w ich obrebie
zakumulowana bylta wickszoS¢ wspomnianych

immunoreceptorow (WILSON i wspotaut. 2000,
STRZELECKA-KILISZEK i wspoétaut. 2004). Sto-
sujac szerokie spektrum przeciwcial sprze¢zo-
nych z czastkami ztota koloidalnego przeana-
lizowano sktad bialkowy opisanych struktur
elektronowo-gestych i stwierdzono, ze moga
one odpowiada¢ mikrodomenom. Ich rozmiar
przekraczal jednakze okolo dziesieciokrotnie
rozmiar natywnych mikrodomen wykrywany-
ch w komorkach spoczynkowych. Zapropono-
wano zatem, ze skupienia takie obrazuja kon-
glomeraty mikrodomen, ktore ulegty fuzji. Anal-
ogiczne konglomeraty mikrodomen wykry-
wane byly takze technikami mikroskopii im-
munofluorescencyjnej. Obserwowano mi¢dzy
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innymi, ze aktywacja receptorow Fcel, FylIIA i
TCR wywoluje redystrybucje skltadnikOw mi-
krodomen, takich jak biatka z kotwica GPI, ki-
nazy z rodziny Src i gangliozydy, a efektem tych
przemieszczen jest akumulacji wspomnianych
biatek i lipidow w obrebie wyraznych agre-
gatow, rozproszonych w plaszczyznie blony
komorkowej (STAUFER i MEYER 1997, JANES i
wspotaut. 1999, HARDER i KUHN 2000,
KWIATKOWSKA i wspotaut. 2003). Wydaje si¢ za-
tem, ze aktywacja immunoreceptorOw prowa-
dzi nie tylko do ich asocjacji z mikrodomenami,
ale indukuje tez zlewnie si¢ mikrodomen w wie-
ksze funkcjonalne kompleksy.

Zgodnie z postawiona wyzej teza stwier-
dzono, ze struktura i sktad biatkowy skupisk
mikrodomen, w ktorych zbierat si¢ aktywowa-
ny receptor Fcel byly dynamiczne. Ewoluowaty
one z drobnych agregatow, bogatych w kinaze
Lyn, w wicksze konglomeraty zawierajace ki-
naze¢ Syk wystepujaca w bezposrednim sasiedz-
twie receptora Fcel. W opisywanych obszarach
elektronowo-gestych skupien receptora Fcel
zlokalizowano tez LAT, biatko platformowe,
substrat kinazy Syk rezydujacy w mikrodome-
nach. Po aktywacji receptora Fcel i fosforylacji
kilku reszt tyrozynowych LAT to wlasnie do
tego biatka wiaze si¢ szereg kolejnych biatek
kaskady sygnalowej receptora Fcel. Obserw-
owane w mikroskopie elektronowym skupiska
biatka LAT tylko czeSciowo pokrywaly si¢ ze
skupieniami aktywowanego receptora Fcel, a
czesto zlokalizowane byly na ich obrzezach. Z
uwagi na t¢ wykryta separacj¢ aktywowanego
receptora Fcel i biatka LAT zaproponowano, ze
zlewanie si¢ mikrodomen, towarzyszace ak-
tywacji receptora Fcel, nie jest chaotyczne.
Przeciwnie, stanowi ono wazny element or-
ganizacji przestrzennej powstajacego kom-
pleksu biatek i lipidow sygnatowych (WILSON i
wspotaut. 2001). Coraz czeSciej rozwaza si¢ tez
mozliwos¢, ze w komoérkach niestymulowan-
ych wspdlistnieja mikrodomeny o réznym
sktadzie bialkowym. Obok wspomnianych
badan ultrastrukturalnych nad aktywacja re-
ceptora Fcel sugesti¢ taka potwierdzaja wyniki
prac nad segregacja mikrodomen w limfocyta-
ch T, neuronach i monocytach (PIKE 2003,
STRZELECKAK-KILISZEK i wspotaut. 2004). Ak-
tywacja i agregacja immunoreceptorow przez
wielowartoSciowe ligandy indukowalaby as-
ocjacje receptorow z mikrodomenami oraz
wywotywala fuzje¢ ré6znorodnych mikrodomen
w funkcjonalny konglomerat, zawierajacy
wszystkie niezbedne elementy kompleksu sy-

gnalowego receptora. W utrzymaniu i
uporzadkowaniu przestrzennym powstatego
konglomeratu moglby uczestniczy¢ cytoszk-
ielet aktynowy, ulegajacy lokalnej reorganizac-
ji (SIMONS i TOOMRE 2000). Ten model wydaje
si¢ ttumaczyC zjawiska, ktore towarzysza, na
przyktad, aktywacji TCR. Petna aktywacja lim-
focytu T wymaga jednoczesnej aktywacji TCR
oraz receptorow towarzyszacych i czasteczek
kostymulujacych, na przyktad biatek CD4 lub
CDS, biatka CD28. Te biatka badz rezyduja w
mikrodomenach badZ asocjuja z nimi po
zwigzaniu antygenu przez TCR. Zatem, do-
piero fuzja mikrodomen niosacych poszczego-
Ine receptory i ko-receptory warunkuje zor-
ganizowanie funkcjonalnego kompleksu sy-
gnatlowego receptora TCR i uformowanie tzw.
synapsy immunologicznej na styku limfocytu T
i komorki prezentujacej antygen (VIOLA i
wspotaut. 1999). Dzicki stabilnosci tej struk-
tury, utrzymywanej przy udziale cytoszkieletu
aktynowego, TCR moze by¢ efektywnie aktyw-
owany przez zaledwie kilkaset czasteczek an-
tygenu (ALONSO i MILAN 2001). Analogicznie,
fuzja mikrodomen wydaje si¢ warunkowac
,Spotkanie” aktywowanego BCR i receptora
FcylIB w plaszczyznie btony komorkowej lim-
focytu B. Receptor FclIB uruchamia wtedy su-
presyjne szlaki sygnalowe hamujace ni-
epozadana synteze przeciwciat (AMAN i
wspotaut. 2001).

Ciagle otwarte pozostaje kluczowe pytanie
— jakie mechanizmy moga decydowac o asocja-
¢ji aktywowanych immunoreceptoréw z mi-
krodomenami oraz zlewaniu sie mikrodomen?
Pierwsze wskazOwki na ten temat daja wyniki
badan z uzyciem rekombinowanego biatka, w
ktorym transbtonowa domena receptora CD40
zostala ,zamieniona” na odpowiedni region
fosfatazy CD45, nie asocujacej z mikrodomena-
mi; bialko to réwniez tracilo taka zdolnos¢
(BOCK i GULBINS 2003). Wyniki te, poparte ana-
liza mutantéw hemaglutyniny wirusa grypy
(biatka wbudowujacego si¢ w blon¢ komor-
kowa w obrebie mikrodomen), sugeruja, ze
dhugosc i specyficzna sekwencja aminokwaso-
wa fragmentu transblonowego biatek umozli-
wia im interakcje z mikrodomenami
(SCHEIFFELE i wspotaut. 1997). Rozwinieciem
tej hipotezy jest teoria otoczek lipidowych, for-
mowanych dzigki selektywnej interakcji wy-
branych biatek z 15-30 czasteczkami sfingoli-
pidow i cholesterolu. W komoérkach spoczyn-
kowych, biatka takie wystepowatyby w blonie
komorkowej w rownowadze z formami pozba-
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wionymi otoczek oraz z wolnymi mikroskupie-
niami sfingolipidow i cholesterolu, nie wydzie-
lajac sie w postaci oddzielnej fazy lipidowe;.
Dopiero agregacja biatek indukowataby zlewa-
nie si¢ takich formacji lipidowo-biatkowych w
mikrodomeny (ANDERSON i JCOBSON 2002).
Pelna charakterystyka mechanizméw warun-
kujacych translokacj¢e immunoreceptorow i

mikrodomen w plaszczyznie btony i kontro-
lujacych specyficznosc tego procesu jest obec-
nie najwickszym wyzwaniem w badaniach nad
udzialem  sfingolipidowo-cholesterolowych
mikrorejonéw blony w funkcjonowaniu im-
munoreceptorow.

PLASMA MEMBRANE RAFTS AS CENTERS FOR SIGNAL TRANSDUCTION BY
IMMUNORECEPTORS

Summary

Sphingolipids and cholesterol of the plasma mem-
brane self-organize into microdomains named rafts.
They are 30-50 nm dynamic lipid assemblies that facil-
itate local accumulation of GPI-anchored proteins and
Src family protein tyrosine kinases in their outer and
inner leaflet, respectively. It has been demonstrated in
the last five years that immunoreceptors, including
TCR, BCR and Fc receptors, associate with rafts upon
binding of their polyvalent ligands. Within rafts, tyro-
sine residues of the receptor signaling sequence ITAM

are phosphorylated by kinases of the Src family, being
convert simultaneously into docking sites for Syk and
Zap70 tyrosine kinases. The joint activity of the Src and
Syk/Zap70 families of tyrosine kinases triggers signal-
ing cascades leading eventually to proper responses of
cells. An important feature of this process is a fusion of
rafts of various composition bringing together mole-
cules required for formation of signaling complexes at
activated immunoreceptors.
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