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Povrch eukaryotickych bunék je tvotfen plazmatickou membranou —
strukturou slozenou z dvojné vrstvy lipidd, v niZ jsou zanotfeny molekuly proteini

a glykolipidii (obrazek). Plazmatickd membrana je vyrazné asymetricka, pouze na jeji
vnéjsi strané se nachazeji sacharidové ¢asti glykolipida a glykosylované ¢asti
proteinovych molekul. Podle dnes vSeobecné piijimaného ndzoru tvoii lipidy polotekuté
prostiedi, v némz plavou membranové proteiny. Volny pohyb proteinovych molekul

v membran¢ je vSak vice nebo mén¢ omezovan tim, Ze jejich vnitrobunécné
(intracelularni) ¢asti mohou integrovat s riznymi proteiny uvnitt buniky, napt. se
slozkami cytoskeletu. Membranové proteiny obstaravaji takika veSkerou komunikaci
buniky s vnéj$im prosttedim. Nékteré z nich transportuji dovnitf nebo ven z butiky ionty,
rtizné ziviny a produkty metabolizmu, jiné slouzi jako receptory rtiznych hormont.
Hlavni buiiky imunitniho systému (lymfocyty) maji zasadné diilezité receptory
rozeznavajici cizorodé latky (antigeny), mnoho povrchovych molekul ma adhezivni
funkce — vazou se na jiné molekuly na povrchu sousednich bunék nebo na slozky tzv.
mezibunééné hmoty. VétSina membranovych proteint se sklada ze tii ¢asti:
extracelularni, transmembranové a intracelularni. Pomoci extracelularni ¢asti, kterd je
velmi Casto bohaté glykosylovana, rozeznavaji receptory specifické ,,ligandy*, tj. napf.
hormony, antigeny nebo adhezivni partnery. Transmembranova ¢ést je tvofena piiblizné
dvaceti hydrofobnimi aminokyselinami, které¢ vytvareji kratky usek Sroubovice
prochdzejici lipidovou membranou. V nékterych ptipadech prochéazi protein membranou
nekolikrat z jedné strany na druhou a obsahuje n¢kolik hydrofobnich transmembranovych
usekil. Intracelularni ¢ast je zodpoveédna za asociace se specifickymi cytoplazmatickymi
proteiny a za ptenos signalu vyvoldvaného navazanim ligandu na extracelularni casti
receptoru. V nekterych ptipadech ma intracelularni ¢ast receptoru enzymovou, a to
nejéast&ji fosforylacni (proteinkinazovou) aktivitu. 2 V mnoha jinych ptipadech sice
intraceluldrni ¢ast receptoru takovou enzymovou aktivitu nema, ale je nekovalentné
asociovana s n¢kterou cytoplazmatickou kinazou. Predpoklada se, ze signalizace je
spusténa tim, ze navazanim ligandu na receptor se pozméni tvar molekuly receptoru

1 v jeho intracelularni Casti, kterd pak vyrazné zvysi svoji vlastni kinazovou aktivitu nebo
aktivitu kindzy asociované. Aktivovana kindza pak fosforyluje dalsi proteiny (a Casto také
sebe sama), z nichz nékteré jsou dalsi enzymy (kinazy, fosfatazy, fosfolipazy). Tato
kaskada nakonec vede ke kone¢nému vysledku, ktery se mize vyrazné lisit podle

typu buniky a podle okolnosti, za kterych byl signal ptijat: buiika se napi. miize zacit d¢lit,
vylucovat urcité latky, adherovat se k jinym buitkdm, nebo naopak muze zastavit rist,
nebo dokonce ,,spachat sebevrazdu® (o apoptdze viz Vesmir 73, 552, 1994/10). Zda se, ze
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nejcastejsi ,,konformacni zménou*, kterou navazani ligandu zpiisobi, je agregace dvou
nebo 1 vice receptorovych molekul v membrané. Tim se dostanou do tésné blizkosti také
intracelularni ¢asti receptorti, zacnou se vzajemné fosforylovat a tak aktivovat s nimi
spojen¢ kinazy, ¢imz je zahajena signalizac¢ni kaskada (viz obrdzek). Pfenos signalu
povrchovymi receptory Ize experimentalné snadno navodit pouzitim protilatek
rozeznavajicich ptislusny receptor. Protilatkové molekuly maji dvé (IgG) nebo az deset
(IgM) vazebnych mist a mohou tudiz v membran¢ G¢inné ,,proktizit™ a agregovat
rozeznavané povrchové molekuly. Jeste ditkladnéjsi agregace 1ze docilit naslednym
pouzitim dvou protilatek (napt. mysi protilatka proti ur¢itému povrchovému receptoru
nasledovana kralici protilatkou proti mySimu imunoglobulinu). Timto zpisobem se bézn¢
testuji potencialni receptorové a signalizacni vlastnosti povrchovych proteini, u nichz
jsou funkce a piirozené ligandy dosud nezndmé. Zptisobi-li jejich agregace protilatkami
ptenos signalu, lze pak ze zptsobu odpovédi usuzovat na moznou ptirozenou funkci

a zacit hledat ptipadny piirozeny ligand.

Existuje vSak zajimava skupina membranovych proteint, u kterych byla schopnost
prendset signal dovnitf buitky doneddvna zahadou. Tyto proteiny, objevené teprve pred
15 lety, jsou zachyceny v membrané pomoci glykolipidové ,,kotvy* pripojené k jejich C-
koncové aminokyselin€ (obrazek). Takovy protein se tedy nachdzi cely na vnéjSim
povrchu buiiky a nema zadnou transmembranovou a intracelularni ¢ast, pomoci které by
mohl interagovat se zndmymi signalizacnimi mechanizmy uvniti buiiky. Struktura
glykolipidové kotvy je dobfe znama — sklada se z etanolaminu, vice nebo méné
komplikovaného oligosacharidu, cyklického alkoholu inositolu a fosfolipidu (kyseliny
fosfatidové). Cela tato struktura se nazyva glykosylfosfatidylinositol (GPI) a proteinim
zakotvenym timto zplisobem se tika ,,GPI-proteiny*. Zakladni struktura GPI-kotvy je, aZ
na variace v oligosacharidové ¢asti, v podstaté stejna u prvokt (u kterych je timto
zpiisobem zakotvena dokonce vétSina membranovych proteint) jako u savct. GPI-
proteiny se z bunééného povrchu daji snadno odstépit pomoci specifickych fosfolipaz
(GPI-specifické fosfolipazy C; GPI-PLC). GPI-proteiny jsou tedy jakymsi strukturnim
hybridem mezi proteiny a lipidy. Da se predpokladat, Zze oproti obvyklym
transmembranovym proteinim by se mély sndze pohybovat v lipidové membrané.
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—==he Mezi nejznaméjsi GPI-proteiny savcu patii nékolik adhezivnich
receptori bilych krvinek 1 jinych typl bunék, cela fada hydrolytickych povrchovych
enzymi (ektoenzymtl), receptor monocytt (druh bilych krvinek) pro bakterialni
lipopolysacharid neboli endotoxin, zvany CD14, a dv€ velmi dalezité molekuly, CD55
a CD59 2| které ochraiiuji téméF viechny buiiky organizmu pted poskozenim jednim
z “nespecifickych® imunitnich mechanizmd, tzv. komplementem. Pacienti, kterym na
cervenych krvinkach tyto ochranné molekuly chybi, trpi chudokrevnosti zpisobenou
snadnym poskozovanim Cervenych krvinek.

Dva GPI-proteiny, které byly objeveny jako prvni a u kterych vyvstal problém pienosu
signalu nejdiive, byly povrchové antigeny mySich T-lymfocyti zvané Thy-1 a Ly-6.
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Glykoprotein Thy-1 se vyskytuje ve velkém mnozstvi také na povrchu neuront a slouzi
tam ziejme jako adhezivni molekula (jeho role na T-lymfocytech neni jasnd). Funkce
nékolika znamych blizce ptibuznych molekul ze skupiny Ly-6 také neni znama.
Napadnou vlastnosti Thy-1 a Ly-6 vSak je, Ze jejich agregace na povrchu lymfocyta
pomoci vhodnych protilatek vyvola aktivaci téchto bunék, ktera se projevuje podobné
jako stimulace T-lymfocytii cizorodym antigenem: nejprve dojde k prechodnému zvyseni
koncentrace Ca”" iontfl v cytoplazmé a k fosforylaci celé fady bunéénych proteint, za
vhodnych podminek pak buiiky vstoupi do bunééného cyklu a za¢nou se délit.

V nezralych T-lymfocytech (thymocytech) mlize tato stimulace naopak vést k navozeni
bunécné sebevrazdy (apoptdzy). V kazdém piipadé je ziejmé, ze Thy-1 a Ly-6 musi byt
schopny pfenaset signdly pfes membranu a spoustét intracelularni mechanizmy. Brzy se
ukazalo, ze schopnost pfenaset signaly pies membranu je vlastni zfejmé vSem GPI-
proteinlim, a ze je to prave glykolipidova kotva téchto molekul, ktera je pti tom n¢jak
podstatné diilezitd. Metodami molekularni genetiky byly totiz pfipraveny varianty GPI-
proteint, které mély misto glykolipidové kotvy ,,naroubovanou‘ konvencni
transmembranovou a intracelularni ¢ast z néjakého jiného proteinu. Tyto hybridni
molekuly kupodivu nebyly po agregaci v membrané protildtkami schopny pienaset
signal. Naopak, ptipojeni glykolipidové kotvy na extracelularni ¢ast néjakého jiného,
nesignalizujiciho proteinu, zpisobilo, ze takova hybridni molekula opét ziskala
signalizacni schopnosti. UrCitou dobu se zdalo, ze signaliza¢ni vlastnosti GPI-proteinti
1ze vysvétlit tim, Ze po jejich interakci s pfirozenym ligandem nebo s protilatkou jsou
Stépeny specifickou fosfolipazou za vzniku diacylglycerolu, ktery je zndmym aktivatorem
proteinkindzy C. Tento enzym je davno znamou soucasti signaliza¢nich kaskad
spousténych mnoha receptory. Tato hypotéza vSak nikdy nebyla experimentalné
prokéazana.
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D ) inym ziejmym vysvétlenim bylo, ze GPI-proteiny jsou v membrané
asociovany s né¢jakymi ,,opravdovymi®, transmembranovymi receptory, které maji pfimy
kontakt s intracelularnimi signalizacnimi enzymy. ,,Zatahame-1i* tedy pomoci protilatek
za n¢jaky GPI-protein, jako Thy-1 nebo Ly-6, dojde soucasné k agregaci i onéch
hypotetickych asociovanych transmembranovych proteini a nastartovani signalizace.
Bylo by naptiklad mozné, ze takovy hypoteticky transmembranovy receptor by vazal
sacharidovou cast glykolipidové kotvy. Tim by se dalo vysvétlit, ze signalizovat 1ze
ziejme pres vSechny GPI-proteiny.
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Vysledky ziskané v n¢kolika uplynulych letech v nasi laboratofi i na né€kolika dalSich
pracovistich vSak nabizeji jesté jiné vysvétleni. V nasi laboratofi jsme koncem
osmdesatych let pfipravili jedny z prvnich monoklonalnich protilatek proti nékolika GPI-
proteintim lidskych bilych krvinek — CD14, CD48, CD59 a CDS55. Ziskali jsme také prvni
castecné koncové sekvence CD14 (Bazil a spol., Eur. J. Immunol. 16, 1986, 1583)

a CD59 (Stefanova a spol., Mol. Immunol. 26, 1989, 153) a klonovali geny kodujici
CD59 a CD48 (Kofinek a spol., Immunogenetics 33, 1991, 108). Béhem praci na
biochemické charakterizaci proteinu CD59 si nase mlada kolegyné Irena Stefanova
vsimla, Ze v preparatech CD59 je pfitomna proteinkindzova aktivita. Brzy se ukazalo, Ze
tuto enzymovou aktivitu je mozno za vhodnych okolnosti izolovat i spolu s ostatnimi
GPI-proteiny z nejriznéjsich typt bunék; enzym asociovany s GPI-proteiny T-lymfocytt
byl identifikovan jako kinaza Lck ze skupiny Src, jejiz néktefi clenové jsou znamymi
regulatory bun&éného ristu (Stefanova a spol., Science 253, 1991, 1016). Toto zjisténi
poprvé ukazalo, jaky je pravdépodobné molekularni zaklad signalizace pies GPI-
proteiny. Zustavalo vSak nejasné, jakym zplisobem jsou GPI-proteiny asociovany

s proteinkinazami skupiny Src. Tyto enzymy jsou totiz strukturné tak trochu zrcadlovym
obrazem GPI-proteinti: jsou to cytoplazmatické molekuly, které jsou zakotveny ve vnitini
stran¢ membrany pomoci kovalentné pfipojenych mastnych kyselin (viz obrazek).
Zpocatku nebylo jasné, jestli se kazdy GPI-protein zvIast’ sdruzuje s intracelularni
kinazou a co drzi tyto dvé molekuly vlastn€¢ pohromad¢ — je to pfece jenom né&jaky
transmembranovy protein, nebo hraji hlavni roli n¢jaké lipidy? Brzy se ukézalo, Ze
nekolik riznych GPI-proteint je spolu s nékterymi lipidy a glykolipidy a intracelularnimi
kinazami pfitomno spolecné ve velmi velkych komplexech, ve kterych je jen velmi mélo
(zpocatku se zdalo, Ze Zadné) transmembranovych proteint (Cinek a spol., J. Imunol.
149, 1992, 2262, Bohuslav a spol., Eur. J. Immunol. 23, 1993, 825). K podobnym
zaveéram dospélo témer soucasné s ndmi nékolik dalsich skupin. Model, ktery z téchto
praci vznikl, 1ze tedy zjednodusen¢ formulovat takto (viz obrazek): v povrchové
membrané se nachazeji zvlastni ,,ostrivky* (mikrodomény), které se od vétSiny zbyvajici
plochy membrany 1isi svym sloZenim — jsou v nich nahromadény nékteré lipidy,
glykolipidy a GPI-proteiny a naopak je z nich vyloucena vétSina transmembranovych
proteinl. Z vnitini strany jsou k témto ostrivkiim ptipojeny nekteré cytoplazmatické
proteiny vcetné proteinkinaz skupiny Src. Zda se, ze ,,lepidlem®, které¢ drzi tyto Gtvary
pohromadg, jsou prave specifické lipidy a glykolipidy v uréitém moldrnim poméru, které
se spolu vazou silngji nez ostatni lipidy a vytvareji v membrané relativné stabilni
»domény*. Zvlastni vyznam pro jejich stabilitu, alesponi v nékterych buitkach, ma asi
interakce mezi cholesterolem a kyselymi glykolipidy, gangliosidy. Tyto ,,GPI-domény*
jsou odolnéjsi nez vétSina membrany viici nékterym detergentiim (syntetickym
protfedkiim pouzivanym pro rozpousténi membran pro biochemické studie) a to je
umoznuje izolovat. Tyto membranové ostriivky zfejmé obsahuji desitky az stovky
molekul jednotlivych druhtit GPI-proteini, glykolipidi a ostatnich molekul. Maji pramér
okolo 100 nm a pomér jejich velikosti k rozméram celé buiiky je tedy asi takovy jako
velikost ostrovu Sicilie nebo Cejlonu k velikosti zemékoule. Pienos signalu

vyvolaného plisobenim protilatek proti GPI-proteiniim (ale i proti glykolipidim
pritomnym v ostrivcich) si nyni Ize snadno predstavit: agregaci téchto ostrivki se k sobé
ptiblizi téz asociované kindzy, za¢nou se vzajemné fosforylovat a tim aktivovat.
Aktivované kindzy pak fosforyluji dalsi ¢leny kaskady a signalizacni d¢j je spustén. Je
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také mozné, Ze agregace GPI-proteinil uvniti jedné domény zplisobena ptidanymi
protilatkami vyvola pieskupeni a vzajemné ptiblizeni kinazovych molekul ve vnitini
strané této domény.

Tento model se zd4 jednoduchy, ale fada otdzek v ném zlstava nejasnd. Jaky vyznam
maji mald mnozstvi nékterych transmembranovych proteint, které se v “GPI-doménéach*
nachazeji? Nejsou pfece jen pravé ony zasadné dileZzité pro nepiimé propojeni GPI-
proteint a glykolipidt s cytoplazmatickymi kindzami? Jak vérn€ odrazeji vysledky
ziskané biochemickymi metodami po rozpusténi membran detergenty skute¢nou situaci
na povrchu buiiky za fyziologickych podminek? Neztracime pii solubilizaci nékteré
slozky ,,GPI-domén*? Zasadni otdzka ovSem je: nevznikaji ony veliké komplexy
arteficialng pii rozpousténi membran kombinovanym ptisobenim nizké teploty

a detergentu? Zda se témcf jisté, Ze tomu tak neni: 1 pfimymi mikroskopickymi
technikami Ize ¢asto pozorovat malé shluky GPI-proteinti na povrchu fixovanych bun¢k.
Je ale velmi pravdépodobné, Ze za fyziologickych podminek jsou ,,GPI-domény*
dynamickymi utvary, které se rozpadaji na pomérné malé shluky molekul a ty se pak opét
mohou sdruzovat do novych vétsich domén. Kai Simons z Evropské laboratote
molekularni biologie v Heidelbergu tyto tvary poeticky pfirovnava k “vorum*

a “kladam*.

==y  Dalgi otizka j je: Existuje na urcitém typu bunék pouze jeden typ
relatlvne homogennich ,,GPI-domén*? Zd4 se, Ze asi nikoli, a Ze alesponi v nékterych
typech bunék existuje vice druhti téchto membranovych utvara lisicich se slozenim.

Jakym zpisobem vznikaji ,,GPI-domény*? Existuji dosti padné dikazy, ze vznikaji
biosynteticky — do nékterych méchyikt Golgiho aparatu jsou ziejme tiidény prave slozky
budoucich ,,GPI-domén*®, je dokoncovana jejich glykosylace a posléze jsou tyto
méchyiky transportovany k povrchu bunky, fizuji s membranou a alespoil po omezenou
dobu se nerozplyvaji a zistavaji zvlaStnimi ,,ostruvky*, které drzi pohromad¢ hlavné
hydrofobni vazby mezi jejich specifickymi lipidovymi slozkami.

Biologicky vyznam ,,GPI-domén* by mohl spoc¢ivat v tom, ze umoziuji uspornym
zpiisobem prenos signalu prostfednictvim riiznych receptorii zakotvenych pies GPI

i prostfednictvim glykolipidii. Celé fada téchto molekul totiz v ramci jednoho ostrivku
sdili spole¢né intracelularni signalizacni zatizeni.

Objev ,,GPI-domén* navozuje obecnéjsi otdzku — nesklada se snad plazmaticka
membrana z mnoha typi obdobnych mikrodomén, z nichz kazda sdruzuje n¢kolik
povrchovych receptort, které sdileji spolecné signalizacni mechanizmy a jejichz blizkost
umoziuje vzajemnou funkéni spolupraci? Takovy obraz plazmatické membrany je urcité
ponékud odlisny od dnes bézné piijimané¢ho modelu tekuté lipidové membrany, v niz
vicemén¢ nezavisle plavou jednotlivé membranové proteiny. Nase soucasné vysledky
ukazuji, ze v povrchovych membranéch bilych krvinek skute¢né existuje né¢kolik dalSich
typli membranovych domén, které 1ze izolovat po rozpusténi membran v roztocich velmi


http://www.vesmir.cz/obr_velky.php3?image=1995_625_04.jpg

mirnych detergentl. Jsme presvédceni, Zze dikladné poznani strukturnich principa
vystavby povrchovych membran je diilezité pro lepsi pochopeni funkce riznych druhti
receptord na bunkach imunitniho systému, ale i na jinych druzich bunék. ~

Poznamky

1) Proteinkinazy jsou enzymy, které piendseji fosfatovou skupinu z molekuly ATP na
hydroxyskupinu aminokyselin serinu, threoninu a tyrosinu zabudovanych v proteinech.
Nekteré proteinkindzy fosforyluji pouze serin a threonin, jiné pouze tyrosin. Fosforylace
je velmi vyraznym zdsahem do struktury proteinu, nebot’ zavadi objemnou zaporné
nabitou skupinu. Fosforylace proto mtize velmi vyrazné ovliviiovat tvar proteinu,

jeho enzymové aktivity a schopnost vazat se na jiné molekuly. Fosforylace

a defosforylace jsou nejcastéji pouzivanymi zpusoby regulace aktivity proteinti v bunice.
2) Nézvoslovi povrchovych molekul bilych krvinek je zaloZeno na tom, ze kazdé nové
dobfte popsané povrchové molekule je pfifazen nazev skladajici se z pismen CD (,,cluster
of differentiation®) a pofadového ¢isla. V sou€asné dobé existuji CD1 az CD130

a desitky dalSich dobte definovanych molekul na oficialni pfidéleni ,,CD-ndzvu* teprve
cekaji. Tento systém ma vyhodu v tom, Ze odstrafiuje diivéjsi zmatek vyplyvajici

z pouzivani n¢kolika nazvii pro tutéz molekulu, jeho nevyhoda je v tom, Ze se takovy
druh jmen Spatné€ pamatuje a asi jen malokdo dokaze rychle fici, co je napt. CD103 nebo
CD97.

Rémecky
Smysl zékladniho vyzkumu

Je druh zékladniho vyzkumu naznaceny v tomto ¢lanku opravdu diilezity? Neni to jen
trochu samoucelné hrani, které sice uspokojuje nasi zvidavost a nasi ctizddost, ale ma jen
zanedbatelny prakticky vyznam? Neméli bychom se radéji vénovat vyzkumu pticin nebo
1é¢by né¢jakého konkrétniho onemocnéni? Tento druh pochybnosti je samoziejme
obecnéjsi a vede k otdzce po smyslu zakladniho vyzkumu viibec. A zde je odpoved’ asi
docela jasna: tento typ vyzkumu je nejen piijatelny, ale dokonce zcela nezbytny. Teprve
na ném lze stavét solidni zaklady orientovaného a aplikovaného vyzkumu. Je prece
docela rozumné ptedpokladat, ze dikladné poznani struktury povrchu bilych krvinek

a zpusobtl pfenosu signalll pfes membranu se v budoucnu tieba i zcela necekanym
zpusobem prakticky zhodnoti. Podobnych piikladi je spousta — tak tieba fada
povrchovych molekul bilych krvinek byla pivodné popsana a prostudovana, aniz se
védelo, jaka je jejich funkce. A béhem n¢kolika let se ukazalo, ze molekula zvana CD3 je
nepostradatelnou souc¢asti receptoru T-lymfocytl pro antigen a protilatky proti ni se daji
velmi GspéSné pouzit pfi transplantaci ledvin. Jind molekula, CD4, se ukézala byt
receptorem pro virus HIV. Z fady téchto piivodné jakoby prakticky nevyznamnych
molekul, které byly po nékolik let dobré jen k tomu, ze si s nimi védci hrali, se po ¢ase
vyklubaly adhezivni molekuly Zivotné dulezité pro normalni funkci imunitniho systému,
nebo naopak zodpovédné za metastatické Sifeni nddorti. Stovky védct se nyni snazi tyto
poznatky vyuzit pro diagnostické a 1écebné ucely a fadé farmaceutickych firem z nich
plynou znaéné piijmy.
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