Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

SO0

020
o0

Apolena Zounarova

Mechanismy regulace funkce komplexu adaptorového proteinu 2 v priibéhu endocytozy

Mechanisms regulating the function of adaptor protein 2 complex during endocytosis

fskd prace

Bakala

Skolitelka: Mgr. Marie Mactirkova, Ph.D.

v

Praha, 2021



Prohlaseni:
Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna c¢ast nebyla pfedlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 1. kvétna 2021



Podékovani

Podékovani patfi mé skolitelce, Mgr. Marii Mactrkové, Ph.D., za vénovany cas, cenné rady,

vstficnost a trpélivost pfi vedeni prace.



Abstrakt

Komplex adaptorového proteinu 2 (AP2) zprostiedkovava vazbu klatrinu na plazmatickou
membranu, a umoznuje tak sestaveni klatrinového obalu endocytického vacku. AP2 vSak
zodpovida také za vybér proteinového karga, a to bud pfimou interakci s endocytickymi
motivy Yxx® a [DE]xxxL[LI] na cytosolickych doméndach karga, nebo prostrednictvim dalSich
adaptorovych proteinti, znichZ nejznaméjsi jsou p-arrestin a ARH. Vazebnd mista
pro endocytické motivy se nachéazeji v core komplexu AP2 a stejné jako vazebné misto
pro klatrin jsou v neaktivni cytosolické formé AP2 blokovana autoinhibi¢nim mechanismem.
Vazbé endocytickych motivii a klatrinu proto musi predchazet zména konformace komplexu
AP2, kterd je indukovana membranovymi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfaty a vyrazné
usnadnéna fosforylaci na Thr156 kindzou AAK1. AP2 je dtlezity také v regulaci pozdé&jSich
fazi endocytozy, pri kterych rekrutuje proteiny indukujici zakfiveni membrany, odstépeni
vacku, a nakonec i rozloZeni klatrinového obalu. Opétovné asociaci AP2 s plazmatickou
membranou je zabranéno proteinem NECAP, avSak pfesny mechanismus inaktivace je stale

neznamy.

Klicova slova: adaptorovy protein 2, endocytéza, AAKI, rozpoznani karga, klatrin,

endocytdza zprostfedkovana klatrinem, regulace endocytdzy



Abstract

Adaptor protein complex 2 (AP2) mediates the interaction of clathrin with the plasma
membrane and thus enables the clathrin-coated vesicle formation. AP2 is also responsible
for cargo recognition and it recognizes cargo either directly using endocytic motifs Yxx®
or [DE]xxxL[LI] in the cytosolic domains of cargo or indirectly via additional adaptor proteins
from which B-arrestin and ARH are the best-known. The binding sites for endocytic motifs are
located in the core of AP2 complex and, similarly to the clathrin-binding site, they are blocked
by autoinhibitory mechanism in the inactive cytosolic form of AP2. Therefore, binding
of endocytic motifs and clathrin must be preceded by conformational change of AP2 complex
which is triggered by membrane-bound phosphatidylinositol-4,5-bisphosphates and greatly
facilitated by phosphorylation at Thr156 by AAK1 kinase. AP2 is also important for later stages
of endocytosis during which it recruits proteins responsible for membrane curvature, fission,
and eventual disassembly of clathrin coat. Repeated association of AP2 with the plasma
membrane is prevented by the protein NECAP, but the mechanism of inactivation is still

poorly understood.

Key words: adaptor protein 2, endocytosis, AAKI1, cargo recognition, clathrin,

clathrin-mediated endocytosis, regulation of endocytosis
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Uvod

Endocyto6za zprostfedkovana klatrinem (clathrin-mediated endocytosis, CME) je hlavnim
mechanismem, kterym je zajiStén transport molekul =z plazmatické membrany
do endozomalniho systému (Mettlen et al., 2018). Endocytdéza vsak miiZe probihat také celym
souborem mechanismii nezavislych na klatrinu, mezi néZ patfi napfiklad kaveolarni
endocytoza, fagocytéza a makropinocytdza (Thottacherry et al., 2019). Endocytdzou je
regulovan piijem Zivin a distribuce receptor(i na povrchu burky, a je tedy klicovym déjem
pro udrZzovani homeostdzy na bunécné i organismalni irovni a pro regulaci mezibunécné
signalizace (Kirchhausen et al., 2014; Mettlen et al., 2018; Thottacherry et al., 2019). Ziviny,
které jsou prilis velké pro pfenos membranovymi transportéry, jsou pfijimany endocytézou
v komplexu se svymi receptory. Tyto receptory jsou konstitutivné internalizovany a s vysokou
uéinnosti recyklovany zpét na plazmatickou membranu (Antonescu et al, 2014).
Internalizovany receptor vSak muZe byt cilen také do lyzozému, kde je nasledné degradovan,
coz je bézné napriklad u receptorovych tyrosinkinaz aktivovanych riistovymi faktory (Goh &
Sorkin, 2013). U receptorti signalnich kaskad je internalizace nezbytna nejen pro tlumeni
signalizace a zeslabeni odpovédi, ale také pro propagaci signalu. Pfikladem takové signalizace
je MAP kindzova draha (Antonescu et al., 2014; Pascolutti et al., 2019). Redistribuce integrinti
a dalsich adhezivnich molekul na plazmatické membrané je klicova pro migraci bunék béhem
vyvoje a imunitnich reakci a pro bunécnou diferenciaci. Endocyt6za se vyznamné podili také
na urcovani bunééné polarity a na recyklaci synaptickych vacki pfi neurotransmisi

(Kirchhausen et al., 2014; Thottacherry et al., 2019).

Endocytoza zprosttedkovana klatrinem je nejlépe charakterizovanym mechanismem
endocytdzy a jak jiZ jeji ndzev napovidd, tvorba endocytického vacku je pfi ni zajisténa
polymerujicim klatrinem (Mettlen et al., 2018; Thottacherry et al., 2019). Klatrin je sloZen ze tfi
lehkych a tfi tézkych fetézcii, které jsou usporadany do tvaru triskelionu. Tento
charakteristicky tvar umoznuje klatrinovym molekuldam asociovat do nejcastéji
pétitdhelnikovych a Sestitthelnikovych poli, ze kterych je vytvaren obal vacku, tzv. klatrinova
klec. Pétiuhelnikova pole pfispivaji k zakfiveni klatrinové klece, zatimco Sestithelnikova pole

vedou ke vzniku spiSe ploché struktury (Kirchhausen et al., 2014). Klatrin neni schopen pfimé



vazby na membranu a jeho vazbu zprostfedkovavaji adaptorové proteiny. Adaptorové
proteiny jsou rekrutovany na membranu specifickymi interakcemi s fosfatidylinositoly,
endocytickymi signdly transmembranového karga a také nejriiznéjSimi interakcemi mezi
sebou (Traub & Bonifacino, 2013). Hlavnim adaptorovym proteinem ticastnicim se endocytdzy
je heterotetramerni komplex adaptorového proteinu 2 (AP2), ktery je po samotném klatrinu

druhym nejzastoupenéjsim proteinem v endocytickém vacku (Kirchhausen et al., 2014).

Tvorba endocytického vacku trva pfiblizné 1 minutu (Cocucci et al., 2012) a 1ze ji rozdélit
na nékolik fazi: iniciaci, stabilizaci, maturaci a odstépeni (Mettlen et al., 2018). Polymerace
klatrinu je zahdjena navazanim komplexu AP2 a klatrinu na plazmatickou membranu
(Cocucci et al, 2012; Kadlecova et al, 2017). AP2 kromé klatrinu zachytava také
transmembranové kargo a interaguje s dals$imi adaptorovymi a regula¢nimi proteiny, které
stabilizuji vznikajici klatrinovou jamku (clathrin-coated pit, CCP) a v soucinnosti s klatrinem
zakfivuji membranu. Patfi mezi né naptiklad FCHo1/2, epsin, Eps15 nebo SNX9 (Cocucci et
al,, 2012; Kirchhausen et al., 2014; Mettlen et al., 2018). Okolo kréku vznikajiciho vacku poté
polymeruje GTPdza dynamin, kterd nasledné krcek zaskrcuje a za hydrolyzy GTP odstépuje
vacek od membrany (Mettlen et al., 2018). Endocyticky vacek nasledné putuje do ¢asného
endozoému. Aby bylo mozné splynuti membrany vacku s membranou endozému, musi byt
nejprve odstranén proteinovy obal vacku, k ¢emuz dochdzi za spotfeby ATP pomoci Hsc70
(Kirchhausen et al., 2014; Mettlen et al., 2018). Plazmatickd membréna vSak neni jedinym
mistem, kde vznikaji klatrinové vacky. Klatrinem jsou obaleny také vacky vznikajici
na membrané trans-Golgi network (TGN) a na endozomech a transport mezi témito
membrdnami probihd podobnym zplisobem za ducasti ostatnich clentt rodiny

heterotetramernich adaptorovych proteinti (Hirst et al., 2011; Traub & Bonifacino, 2013).

Ve své praci jsem se zaméfila na vyznam komplexu AP2 pro uspésny priibéh endocytozy
a na mechanismy, které ovliviiuji jeho funkci. Témto obecné platnym déjiim je vénovana
vétSina prace. Posledni dvé kapitoly se zabyvaji hlavnimi principy rozpoznani proteinového
karga vcetné priklad(i receptorti vazanych prostfednictvim dalsich adaptorovych proteind.
Tento kratky pfehled vsak predstavuje pouze maly vzorek ohromujici diverzity interakci,

které se podileji na internalizaci transmembranovych receptorti a urcenti jejich dalsiho osudu.



1 Heterotetramerni adaptorové proteiny

1.1 Charakteristika proteinové rodiny a vyznam jednotlivych ¢lent

Heterotetramerni adaptorové proteiny jsou skupinou adaptorovych proteint
regulujicich vackovy transport mezi TGN, endozomalnim systémem a plazmatickou
membranou (Hirst et al,, 2011; Traub & Bonifacino, 2013). Heterotetramerni adaptorové
proteiny neboli komplexy adaptorovych proteinti (AP) se skladaji ze ¢tyf podjednotek: dvou
velkych oznacovanych jako adaptiny, jedné stfedni a jedné malé (viz Obr. 1; Traub &
Bonifacino, 2013). Rodina komplexti AP ¢itd 5 ¢lenti: AP1 (y-B1-ul-01), AP2 (a-[32-u2-02), AP3
(0-B3-u3-03), AP4 (e-p4-ud-o4) a AP5 ((-p5-u5-05; Boehm & Bonifacino, 2001; Hirst et al.,
2011). V zavorkach je uvedeno sloZeni komplexti ve vySe uvedeném poradi podjednotek.
Podjednotky do jednotlivych komplexti segreguiji specificky (Page & Robinson, 1995) a jejich
poméry v ramci jednoho typu komplexu AP jsou v burice dobie regulovany (Dell’ Angelica et
al., 1999; Hirst et al., 2015). U savct jsou mnohé podjednotky kdédovany vice geny a diverzita
komplexti AP je déle zvySena alternativnim sestfihem. Jak mira exprese riznych variant gent,

tak alternativni sestfih mohou byt tkanové specifické (Boehm & Bonifacino, 2001).

Komplexy AP maji jednotnou strukturu. Jsou tvofeny kompaktnim core, které
zodpovida za vazbu karga a nasmérovani komplexti na pfislusnou membranu, a pohyblivymi
privéskovymi doménami, které jsou zodpovédné za interakci s dalsimi proteiny. Pfivéskové
domény jsou spojeny s core flexibilnimi pantovymi oblastmi (Traub & Bonifacino, 2013). Délka
pantovych oblasti je velmi variabilni, pohybuje se od 46 do 410 aminokyselin (Boehm &
Bonifacino, 2001). Komplex AP5 pantové oblasti zcela postradd a chybi u néj také jedna
z ptivéskovych domén (Hirst et al., 2011). Komplexy AP1, AP2 a AP3 vaZou do pantové oblasti
B-adaptinii klatrin: AP1 a AP2 vyuzivaji pro vazbu motiv LLNLD a u AP3 se uplatiiuje velmi
podobny motiv LLDLD (Shih et al., 1995; Ter Haar et al., 2000). Komplexy AP4 a AP5 jsou

asociovany s jinymi nez klatrinovymi vacky a klatrin nevazou (Hirst et al., 1999, 2011).

Komplex AP2 rozpozndvd na transmembranovych proteinech dva kanonické
endocytické motivy: tyrosinovy motiv (Yxx®, ® znaci velkou hydrofobni aminokyselinu;

Collawn et al., 1990) a motiv zalozeny na dvou leucinech ([DE]xxxL[LI]; Doray et al., 2007).



Varianty téchto motivli jsou rtizné silné rozpoznavany i dalsimi komplexy AP. Tyrosinovy
motiv je rozpoznavan vSemi komplexy AP svyjimkou AP5 (Hirst et al, 1999, 2011) a
dileucinovy motiv rozpoznavaji také komplexy AP1 a AP3 (Doray et al., 2007; Heldwein et al.,
2004; Mattera et al., 2011).

Jednotlivé komplexy AP jsou asociovany s urcitymi sméry vackového transportu (viz
Obr. 1) a defekty transportu zptisobené nedostatecnou funkci komplextt AP jsou popsany
v souvislosti s poruchami pigmentace a neurodegenerativnimi onemocnénimi (Burgos et al.,
2010; Dell’ Angelica et al., 1999; Hirst et al., 2015; Moreno-De-Luca et al., 2011). Komplexy AP1
a AP2 jsou dva nejcastéjsi heterotetramerni adaptory (Beck et al.,, 2011). AP1 je asociovan
s anterogradnim transportem z TGN do endozémi a na plazmatickou membranu (Traub &
Bonifacino, 2013), ale také s retrogradnim transportem z endozému zpét do TGN (Hirst et al.,
2012). AP2 se ticastni endocytozy (Traub & Bonifacino, 2013). Poskozeni nékteré z podjednotek
AP1 nebo AP2 je pfinejmensim u zivocichii embryonalné letalni (Boehm & Bonifacino, 2001).
Komplex AP3 reguluje transport ztubuldrnich (recykla¢nich) endozémii do pozdnich
endozému a lyzozomu (Hirst et al., 2011). Funkce AP3 je narusena u nékterych pacientt se
syndromem Hefmanského-Pudldka projevujictho se okulokutdnnim albinismem a
nedostatkem krevnych desticek (Dell’ Angelica et al., 1999). Komplex AP4 lokalizuje na TGN
a podili se na transportu do endozémii (Hirst et al., 1999). Deficience AP4 je popsana jako
jedna z pfiéin patologie Alzheimerovy choroby (Burgos et al., 2010) a také jako moznd pficina
mikrocefalie a poruch intelektu u pacientti s détskou mozkovou obrnou (Moreno-De-Luca et
al., 2011). Poslednim nalezenym komplexem je AP5, ktery je lokalizovan na pozdnich
endozéomech a lyzozémech. AP5 funguje v paralelni drdze kretromeru a uplatiuje se
predevsim pfi zvySenych ndrocich na retrogradni transport, které maji napiiklad dlouhé
axony (Hirst et al., 2011, 2018). S poruchou komplexu AP5 je spojena spasticka paraplegie. AP5
se na rozdil od ostatnich komplexti AP vyskytuje jako heterohexamer AP5/SPG11/SPG15
(spastic paraplegia 11/15) a ndzvy dalSich dvou asociovanych podjednotek souviseji pravé

s touto patologii (Hirst et al., 2011, 2015).

Komplextim AP je vzdalené pfibuzny také subkomplex F-COPI (p-y-0-C). F-COPI tvofti

podobnou strukturu heterotetrameru a je soucasti heteroheptameru COP], ktery obaluje vacky



putujici z Golgiho aparatu do endoplazmatického retikula. Zbylé tfi podjednotky (ozna¢ované
jako subkomplex B-COPI) s podjednotkami komplexti AP pfibuzné nejsou (Boehm &
Bonifacino, 2001; Schledzewski et al., 1999). Domény homologické s doménami komplextt AP
1ze nalézt také u monomernich adaptori GGA a stoninti. GGA (Golgi-localizing, y-adaptin ear
homology, Arf-binding proteins) obsahuji doménu homologickou s y-adaptinem a
doprovazeji komplex AP1 pfi anterogradnim transportu z TGN do endozémt (Boehm &
Bonifacino, 2001; Hirst et al., 2012). Stoniny maji doménu homologickou s podjednotkou u
(u-homology domain, p-HD) a spolupracuji s komplexem AP2 prfi recyklaci synaptickych
vacki (Boehm & Bonifacino, 2001). u-HD s velmi nizkou identitou maji také dimerni adaptory

FCHo1/2, které se stejné jako stoniny podileji na endocytdze (Traub & Bonifacino, 2013).

privéskova
doména

plazmatickd membrana

retromer

-

domeéna vazaijici

kargo (Yxx®) ¢asny endozom

| | \J Golgiho aparat

core M@ coP

Obr. 1. Heterotetramerni adaptorové komplexy ve vnitrobunécném transportu. (A) Obecné schéma
heterotetramernich komplexti AP. (B) Schéma transportu mezi TGN, endozémy a plazmatickou membranou a role
komplexii AP v jednotlivych cestach (pfevzato z Hirst et al., 2011 a upraveno podle Hirst et al., 2018).

1.2 Evoluce heterotetramernich adaptorovych proteinti

Komplexy AP a subkomplex F-COPI vznikly sérii koordinovanych genovych duplikaci.
Tyto duplikace reflektovaly vyvoj endomembranového systému a nutnost specifického

transportu mezi jeho soucastmi a probéhly jiz na trovni spolecného predka vsech eukaryot

5



(last eukaryotic common ancestor, LECA; Hirst et al., 2011; Schledzewski et al., 1999). Ac¢koliv
jsou komplexy AP1-AP5 plivodné pfitomny u vSech eukaryot, u nékterych taxont doslo
k druhotnym ztratdm nékterych podjednotek nebo i celych komplexti (Boehm & Bonifacino,
2001; Hirst et al., 2011). AP4 i AP5 chybi napfiklad u modelovych organismti Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe (Boehm &

Bonifacino, 2001; Hirst et al., 2011, 2018).

Spolecnym predkem komplextt AP a F-COPI byl heterodimerni komplex tvofeny velkou
a malou podjednotkou. Duplikaci heterodimeru byl vytvofen zaklad heterotetramerniho
komplexu tvofeného dvéma velkymi podjednotkami, jednou stfedni a jednou malou, pficemz
stfedni podjednotka md ptivod v jednom z duplikat(i malé podjednotky (Boehm & Bonifacino,
2001; Schledzewski et al., 1999). U AP2 ptivodnim heterodimertim odpovidaji hemikomplexy
a/o2 a 32/u2 (a analogicky tomu je u ostatnich komplexii) a u C. elegans byla prokazana jejich
¢astecné nezavisld funkce (Gu et al, 2013). Druhd duplikace jiz probéhla na tdrovni
heterotetrameru a oddélila linie vedouci ke vzniku subkomplexu F-COPI a komplext AP,
ktera je reprezentovana komplexem oznacovanym pre-AP (Schledzewski et al., 1999). Tato
duplikace pravdépodobné probéhla soubézné s funkénim rozriiznénim Golgiho aparatu a
hybridni organely primordialniho endozému/TGN. Dalsi vyvoj v rdmci komplexti AP souvisi
s pozdéjsi expanzi endozomadlniho systému a osamostatnénim TGN (Hirst et al., 2011).
Z komplexu pre-AP postupné vznikly komplexy AP3, AP5 a AP4 v uvedeném poradi (Boehm
& Bonifacino, 2001; Hirst et al., 2011; Schledzewski et al., 1999). Relativné recentni je duplikace
vedouci ke vzniku dvou nejprozkoumanéjSich komplexti: AP1 a AP2. Béhem této duplikace
vSak nebyl duplikovan (3-adaptin (Schledzewski et al., 1999). Evolucné ptivodni stav, kdy jsou
B-adaptiny komplexti AP1 a AP2 kdédovany jedinym genem, se vyskytuje napiiklad
u C. elegans, D. melanogaster nebo Arabidopsis thaliana (Boehm & Bonifacino, 2001; Gu et al,,
2013). Ke vzniku 1-adaptinu a 2-adaptinu doslo az u savcti (Schledzewski et al., 1999), neni
tedy prekvapivé, Ze [-adaptiny jsou mezi komplexy APl a AP2 nejkonzervovanéjsimi
podjednotkami (Heldwein et al., 2004). Evoluéni blizkost této udalosti mize vysvétlovat, pro¢
jsou Pl-adaptin a f2-adaptin schopné vazby jak na AP1, tak na AP2 (Page & Robinson, 1995;
Schledzewski et al., 1999). RozliSeny B1-adaptin a 32-adaptin byl nalezen také u S. cerevisiae a

k dodate¢né duplikaci $-adaptinu pravdépodobné doslo vicekrat (Boehm & Bonifacino, 2001).
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S objevem heterohexamerniho komplexu AP5/SPG11/SPG15 byla formulovana
hypotéza, Ze komplexy AP a subkomplex F-COPI mohly byt ve skutecnosti odvozeny nikoliv
od spolecného heterotetrameru, ale od heterohexameru. Podjednotka SPGI11 je vysoce
homologicka s téZkym klatrinovym fetézcem a s podjednotkou (’COP, ktera je soucasti
subkomplexu B-COPL. Stejné jako 3"COP by tedy zbylé podjednotky heterohexameru mohly

tvofit vnéjsi vrstvu obalu vacku (Hirst et al., 2011).

1.3 Rozdily v aktivaci komplextit AP1 a AP2

Nejbliz§im pfibuznym komplexu AP2 je komplex AP1 a jejich evolu¢nimu vztahu
odpovida vysoka sekvencni a strukturni identita obou komplexti (Heldwein et al., 2004; Hirst
et al.,, 2011; Schledzewski et al., 1999). Ackoliv spolu AP1 a AP2 mnoho vlastnosti sdileji,

podstatné se lisi v mechanismu vazby na membranu a aktivace.

Komplex AP1 lokalizuje na TGN, zatimco komplex AP2 se vaze na plazmatickou
membranu. Membréanova lokalizace je ddna y-adaptinem u AP1, respektive a-adaptinem
u AP2. Ackoliv se jednd o homologické adaptiny, kazdy znich rozpoznava jiné
fosfatidylinositoly. AP2 diky a-adaptinu vaze fosfatidylinositol-4,5-bisfosfaty (PtdIns(4,5)P2)
oznacujici na plazmatické membrané misto budouci endocytozy (Beck & Keen, 1991), zatimco
AP1 do odpovidajictho mista na y-adaptinu vaze fosfatidylinositol-4-fosfaty (PtdIns4P)
nabohacené na membrané TGN (Heldwein et al., 2004). Komplex AP2 déle vaze PtdIns(4,5)P2
podjednotkou u2, ale komplex AP1 v oblasti odpovidajici tomuto mistu postrada kladné
nabitd rezidua (Beck & Keen, 1991&; Heldwein et al., 2004). Interakce s PtdIns4P je pro vazbu
AP1 na membranu pfili$ slabd, a tak AP1 pro svou aktivitu vyZaduje jesté GTPazu Arfl, kterad
se stejné jako PtdIns4P nachdzi na membrané TGN (Stamnes & Rothman, 1993; Traub et al.,
1993). Podstatou aktivaéni funkce Arfl je zprosttedkovani dimerizace komplextit AP1 (Ren et
al,, 2013). Arfl je vyZadovana také komplexy F-COPI, AP3 a AP4, ne vSak AP2 a AP5 (Collins
et al., 2002; Hirst et al., 1999, 2011; Ren et al., 2013). Ackoliv byla u komplexu AP2 dimerizace
pozorovana (Kovtun et al., 2020), role v jeho aktivaci ji pfikldaddna neni. Aktivita komplexu
AP2 je mimo jiné regulovana fosforylaci linkeru podjednotky p2 na Thr156 (Olusanya et al.,
2001). Tomuto mistu u komplexu AP1 odpovida Thr154, jehoZz fosforylace je také mozna, ale

nema pro aktivitu AP1 tak velky vyznam (Fingerhut et al., 2001; Henderson & Conner, 2007).
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2 Struktura a mechanismus funkce AP2

2.1 Struktura AP2

2.1.1 Velké podjednotky: a-adaptin a 32-adaptin

Komplex AP2 obsahuje dvé velké podjednotky nazyvané a-adaptin a [2-adaptin
(~100 kDa). Adaptiny se skladaji ze dvou domén. N-koncova kmenova doména neboli kmen
(,trunk”) je soucasti core komplexu AP2, zatimco C-koncova piivéskova doména neboli

privések (,,appendage”) je volné pohybliva (Collins et al., 2002).

Kmenové domény (70 kDa) a-adaptinu a f2-adaptinu spolu s podjednotkami 02 a u2
tvofi core komplexu AP2 (viz Obr. 2; Collins et al., 2002; Kirchhausen et al., 1989). Core je velké
200 kDa a svym tvarem pfipomina misku. Okraje této misky jsou tvofeny zahnutymi
kmenovymi doménami a-adaptinu a B2-adaptinu a uvnitt misky lezi C-koncova doména
podjednotky u2 (Collins et al., 2002; Kelly et al., 2008). Na kmenovych doménach obou
adaptinti se nachdzeji mista bohatd na kladné nabita rezidua (pfedevsim Lys), kterd jsou
klicovd pro vazbu membranovych PtdIns(4,5)P2, a tedy interakci AP2 s plazmatickou

membranou (Gaidarov et al., 1996; Jackson et al., 2010).

‘l- »
p2-linker

Obr. 2. Struktura core AP2. Podjednotka p2 se sklada ze dvou domén propojenych linkerem znazornénym
pferusovanou carou, na kterém se nachazi misto fosforylace — Thr156. PDB: 4UQI (pfevzato z Beacham et al., 2019
a upraveno).
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Ptivéskové domény adaptinid (~30 kDa) jsou pfipojeny ke kmenovym doménam
flexibilnimi pantovymi oblastmi dlouhymi pfiblizné 100 aminokyselin. Toto pfipojeni
umoZziuje privéskovym doméndm vysokou pohyblivost, ktera je diilezitd pro interakci
s dalsimi proteiny (viz Obr. 3; Collins et al., 2002; Zaremba & Keen, 1985). Pantova oblast
2-adaptinu je kromé flexibilniho spojeni domén duilezita také pro vazbu klatrinu. Klatrin se
zde vaze na clathrin-box pfedstavovany sekvenci LLNLD (Shih et al., 1995; Ter Haar et al.,
2000). Spravné orientaci klatrinu by mélo napomahat neesencialni vazebné misto na privésku
B2 (Owen, 2000), podle nejnovéjsi strukturni studie je ale orientace dana spiSe sterickymi
parametry nez specifickymi interakcemi. Na jeden AP2 se mohou navazat jesté dalsi dva

klatriny, a to dvéma rtiznymi misty v ohybu téZkych klatrinovych fetézcti (Kovtun et al., 2020).

Pfivéskové domény jsou nepostradatelné pro interakci komplexu AP2 s pfidatnymi
endocytickymi proteiny (endocytic accessory proteins, EAP; Praefcke et al., 2004; Schmid et
al., 2006). EAP fidi priibéh endocytozy a uplatiiuji se pfi celé fadé procesti od sestavovani
klatrinového obalu az po jeho pozdéjsi rozlozeni (Mettlen et al., 2018). Funkce téchto proteint
jsou kratce popsany pozdéji. EAP se pfednostné vaZou na privések a-adaptinu, jehoz
odstranéni vede k poklesu poctu produktivnich CCP (Aguet et al.,, 2013). Na piivéskové
doméné a-adaptinu i B2-adaptinu se nachdazeji dvé vazebnd mista oznacovana jako horni
misto a postranni misto (,top site” a ,side site”; Owen, 2000) a mnohé EAP jsou diky
kombinaci vazebnych motivii schopny vazby na vicero z nich (Edeling et al., 2006; Schmid et
al., 2006). Na horni i postranni misto pfivésku a-adaptinu se rozdilnymi motivy mtize vazat
inositolfosfataza synaptojanin (Praefcke et al., 2004). Na horni misto se dale prostfednictvim
motivu DPF vazou kindzy AAK1 a GAK (Conner & Schmid, 2002; Owen et al., 1999; Umeda
et al, 2000). Motiv DP[FW] se uplatiiuje také u epsinu a Epsl5, pficemz sila vazby
koresponduje s poctem kopii motivu (Owen et al., 1999). Vazebna mista na pfivéskové
doméné p2-adaptinu se mirné lisi jak umisténim, tak mechanismem funkce (Schmid et al.,
2006). Typickymi ligandy horniho mista pfivésku (32 jsou adaptory 3-arrestin a ARH (Edeling
et al., 2006). Specificka vazba a vyznam {3-arrestinu a ARH jsou pfibliZeny v 5. kapitole. Horni
misto se zde nachdzi v blizkosti neesencialniho klatrinového mista na pfivésku 32-adaptinu a
na dostupnost obou mist soucasné existuji riizné nazory (Edeling et al., 2006; Kovtun et al.,

2020; Owen, 2000; Schmid et al., 2006).



2.1.2  Podjednotka p2

Vramci stfedni podjednotky u2 (50 kDa) jsou taktéZ rozliSovany dvé domény:
C-koncova doména C-p2 a N-koncova doména N-p2. C-koncova doména (30 kDa) obsahuje
dalsi misto pro vazbu PtdIns(4,5)P2 (Collins et al., 2002), nedavno vSak bylo pozorovano, ze je
v kontaktu s PtdIns(4,5)P: hned ve dvou mistech (Kovtun et al., 2020). Doména C-u2 dale
rozpoznava proteinové kargo prostfednictvim kanonického endocytického motivu Yxx® (Boll
etal., 1996; Ohno et al., 1995), v cytosolické formé je vSak afinita komplexu AP2 k motivu Yxx®
velmi nizk3, jelikoZ je vazebné misto blokovano rezidui Glu364-Val406 na kmeni 32 (Collins
et al., 2002; Jackson et al., 2010). N-koncova doména N-u2 lezi uvnitt core komplexu AP2 a
plni stabiliza¢ni funkci. S C-u2 je propojena nestrukturovanym, 23 aminokyselin dlouhym
linkerem nachézejicim se na povrchu core (Collins et al., 2002). Na p2-linkeru se nachdazi

klicové misto fosforylace: Thr156, ktery je fosforylovan kindzou AAK1 (Conner & Schmid,

2002).
pFiVéSEk [32 pFivések a
/
)
, )
« 4
pant B2 /J XX horni misto
: ¥X postranni misto
kmen B2 <> clathrin-box LLNLD
N-u2 vazba
C-p2 - [DE]xxxL[LI]
~~ kmen a
vazba vazba 50 A
Yxx® PtdIns(4,5)P, —
konsenzus priklady reference
horni misto a DP[FW] AAKL Conner & Schmid, 2002
epsin Owen et al., 1999
FxDxF synaptojanin Praefcke et al., 2004
postranni misto a WVxF synaptojanin Praefcke et al., 2004
horni misto B2 [DE]\X1_sFxx[FL]xxxR B-arrestin, ARH Edeling et al., 2006
postranni misto 2 [F/L]xxGFxDF Eps15 Schmid et al, 2006

Obr. 3. Piehled vazebnych mist komplexu AP2. Schéma prevzato z Kovtun et al., 2020 a upraveno dle zdroju

uvedenych v textu.
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2.1.3 Podjednotka 02

Mala podjednotka 02 (17 kDa) je strukturné i funkéné velmi podobna doméné N-u2
(Collins et al., 2002), ale kromé stabilizace komplexu AP2 umoZiiuje také vazbu druhého
kanonického endocytického motivu, [DEJxxxL[LI] (Doray et al., 2007). Dileucinovy motiv se
vaze do blizkosti vazebného mista pro PtdIns(4,5)P2na a-adaptinu a a-adaptin se na vazbé
dileucinového motivu castecné podili. Podobné jako misto pro tyrosinovy motiv
na podjednotce u2 je i zde v cytosolické formé vazba blokovana (32-adaptinem, konkrétné

rezidui Tyr6 a Phe7 (Kelly et al., 2008).

2.2 Aktivace AP2 vazbou PtdIns(4,5)P: a vazba endocytického motivu Yxx®

Komplex AP2 se v cytosolu vyskytuje v uzaviené, neaktivni konformaci, kdy se pantova
oblast 32-adaptinu obsahujici clathrin-box nachdzi uvnitf core. Je tak branéno predéasnému
sestavovani klatrinového obalu. K aktivaci komplexu AP2 a iniciaci tvorby klatrinového vacku
je dostacujici pfitomnost PtdIns(4,5)P: a endocytického motivu Yxx® (Collins et al., 2002; Kelly
etal., 2014). K vazbé PtdIns(4,5)P2 a motivu Yxx® dochézi ve dvou krocich (Honing et al., 2005;

Kadlecova et al., 2017).

Interakce AP2 s plazmatickou membrdnou je zajisSténa vazbou membranovych
PtdIns(4,5)P: do dostupného vazebného mista na kmeni a-adaptinu (Beck & Keen, 1991;
Honing et al., 2005; Jackson et al., 2010). Bylo popsano také vazebné misto na kmeni
2-adaptinu (Jackson et al., 2010), jeho role v aktivaci AP2 je vSak sporna. Néktera pozorovani
ukazuji, Ze pro plnou aktivaci komplexu AP2 a zacatek tvorby vacku je nezbytné obsazeni
obou téchto mist (Jackson et al, 2010; Kadlecova et al, 2017), jind naopak vazbu

PtdIns(4,5)P2 na kmen (32 vyvraceji (Kovtun et al., 2020).

Vazebnd mista pro kanonické endocytické motivy Yxx® a [DE]xxxL[LI] jsou blokovana
kmenem (32 a pfed vazbou klatrinu a proteinového karga je nejprve nutna vyrazna zmeéna
konformace komplexu AP2 (viz Obr. 4; Collins et al., 2002; Jackson et al., 2010). Béhem této
zmény dochazi ke kolapsu miskovité struktury core a ke zméné interakci mezi podjednotkami.
Prechod do oteviené konformace uvoliiuje pantovou oblast 32 z core komplexu AP2 a

umozniuje navazani klatrinu (Jackson et al., 2010). Doména C-u2 se presouva z centra misky
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na povrch core a exponuje vazebna mista pro endocyticky motiv Yxx® a pro dalsi
PtdIns(4,5)P2. VSechna mista pro vazbu PtdIns(4,5)P2 a Yxx® se tak stavaji koplanarnimi, ¢imz
je zvysena avidita komplexu AP2 k plazmatické membrané. Po obsazeni téchto vazebnych
mist je komplex stabilizovan v plné oteviené konformaci (Collins et al., 2002; Honing et al.,
2005; Jackson et al., 2010). Pfetrvani vazeb na PtdIns(4,5)P2 a endocyticky motiv Yxx® je nutné
pro dalsi faze tvorby klatrinového vacku (Kadlecova et al., 2017). Ke stabilizaci oteviené
konformace pfrispiva také p2-linker, ktery se soucasné s presunem domény C-u2 dostava
do 7ldbku mezi podjednotkami B2 a p2. Zlbek je v uzaviené konformaci neobsazeny.
Struktura p2-linkeru se méni na helikalni a mtize byt stabilizovana fosforylovanym Thr156 a
jeho interakci s bazickymi rezidui Argl38 a Lys139 na P2-adaptinu (Jackson et al., 2010).
Fosforylace Thr156 kinazou AAKI1 vyrazné usnadnuje zménu konformace, asociace

s membranou je vSak schopny i nefosforylovany komplex (Honing et al., 2005).

Intermedidtem mtize byt tzv. odblokovana struktura (,unlatched structure”), ve které
dochézi pouze k pootevieni komplexu AP2 a posunu N-konce 32 z vazebného mista pro motiv
[DE]xxxL[LI], ktery ale na rozdil od Yxx® nema ve vztahu k endocytoze globalni charakter
(Kadlecova et al., 2017; Kelly et al., 2008). Vazba Yxx® ani PtdIns(4,5)P2 na podjednotku p2
v tomto stavu umoznéna neni. Struktura je velmi nestabilni a ptisobenim PtdIns(4,5)P2na C-u2

brzy dochdazi k aplnému otevieni komplexu (Jackson et al., 2010).

2.3 Interakce AP2 s klatrinem

K asociaci komplexit AP2 s PtdIns(4,5)P2 v plazmatické membrané dochdzi ndhodné
(Kadlecova et al., 2017). Interakce s PtdIns(4,5)P2je sice dostate¢nd pro specifitu vazby AP2,
ale nikoliv pro vznik stabilntho CCP a ndhodné asociovany AP2 z membrany za méné nez
1 sekundu opét disociuje (Cocucci et al., 2012). Pro vznik produktivniho CCP jsou proto nutné
dal$i mechanismy stabilizace, na kterych spolupracuje vice komplexti AP2. Vyznamnou
molekulou pro stabilizaci CCP je klatrin (Cocucci et al., 2012; Jackson et al., 2003). Klatrin se
dostava do mista endocytdzy ve stejny cas jako AP2 a vaze se na néktery zndhodné
asociovanych AP2 (viz Obr. 4). Interakce jednoho komplexu AP2 a jedné molekuly klatrinu je
vSak pro tvorbu stabilniho nukleacniho centra stdle pfilis slabd, proto se musi klatrin zaroven

ukotvit jesté pres druhy komplex AP2. Vznika tak stabilni tficlenny klastr, ktery je nejmensi
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jednotkou schopnou iniciovat tvorbu CCP. Méné ¢asto na membrané koordinované pribyvaji
klastry slozené ze dvou klatrinovych triskelionti a ¢tyf AP2. Interakce mezi molekulami
klatrinu zvySuji rezidencni cas jak AP2, tak dalsiho klatrinu, ¢imz je vyrazné zvySena
pravdépodobnost vazby karga (Cocucci et al., 2012). Vazebna mista pro klatrin a endocyticky
motiv Yxx® jsou z podstaty konformacni zmény AP2 zpfistupnéna ve stejnou dobu (Kelly et
al., 2014). K nejefektivnéjsi vazbé klatrinu dochazi az po stabilizaci AP2 asociaci s motivem
Yxx®, nicméné klatrin mtze byt aktivovanym AP2 slabé vazan uz pred touto vazbou
(Kadlecova et al., 2017; Kelly et al., 2014). Bylo ovsem pozorovano i opacné chovani AP2, totiz
Ze komplexy AP2 bez vazby na klatrin endocyticky motiv nevazou. Toto pozorovani mtize
souviset s typem endocytovanych receptort(i, nékteré jsou totiz preferencné zachytavany

v preiniciovanych CCP, misto aby vznik CCP samy iniciovaly (Cocucci et al., 2012).

Ve chvili, kdy je inkorporovano pfiblizné 70 % z celkového mnozstvi klatrinu
v budoucim obalu, se pomér AP2:klatrin méni na 1:1, ¢imZ je podpofeno zakfivovani
membrany (Bucher et al., 2018). Klatrin pravdépodobné AP2 nijak neorganizuje, komplexy

AP2 jsou distribuovdny nerovnomérné a bez pravidelnych struktur (Kovtun et al., 2020).

< Kiatrin

B .
o

¥ ruans@ 5P,

Otevieny AP2
Endocyticti
B pionyfi

- -}/-- - ‘ ‘ o £ O N '-'. '
______ INICIACE STABILIZACE - T vV MATURACE
A Y a ®  ODSTEPENI
‘ - Klatrin

Neproduktivni
CCP

Obr. 4. Aktivace komplexu AP2 a tvorba CCP. (A) Zména konformace komplexu AP2. Pfi pfechodu do oteviené

konformace C-p2 opousti core komplexu AP2 a umoznuje vazbu PtdIns(4,5)P2 a karga. Ke stabilité oteviené

konformace a tvorbé CCP prispivaji endocyticti pionyfi a fosforylace kinazou AAKI. (B) Interakce AP2 s klatrinem a
tvorba CCP. Struktury v rameccich odpovidaji schématu aktivace AP2 nahote (pfevzato z Mettlen et al., 2018 a
upraveno).
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Spekuluje se 0 mechanismu a vyznamu dimerizace AP2. V pfitomnosti endocytického
motivu Yxx® byla u 20 % komplexti AP2 pozorovana dimerizace prostiednictvim helixii
na N-konci podjednotky B2. V pfitomnosti motivu Yxx® i [DE]xxxL[LI], tedy obou

kanonickych motivli zaroven ale k dimerizaci nedoslo (Kovtun et al., 2020)

2.4 Dalsi endocytické adaptory

Komplex AP2 interaguje s mnohymi pfidatnymi endocytickymi proteiny (endocytic
accessory proteins, EAP), které se podileji na celém procesu tvorby klatrinového vacku a
na stabilizaci klastrt AP2, pro samotnou iniciaci endocytdzy jsou vSak postradatelné (Cocucci
et al., 2012; Traub, 2019). Kromé vazby na piivéskové domény AP2, se tyto proteiny typicky
vazou také na klatrin a na PtdIns(4,5)P2 v plazmatické membrané. Proteiny, které jsou navic
schopny interagovat s transmembrdnovym kargem, jsou oznacovany jako tfidici proteiny
asociované s klatrinem (clathrin-associated sorting proteins, CLASP) a pfedstavuji vyznamné
rozsiteni vazebnych moznosti AP2 i mimo receptory s kanonickymi endocytickymi motivy
(Traub & Bonifacino, 2013). Nejznamé¢jsimi priklady CLASP jsou 3-arrestin a ARH nebo Dab2,
které se uplatiiuji pfi endocytdze receptorti sprazenych s G-proteinem, respektive receptoru

pro nizkodenzitni lipoprotein. Tyto déje jsou pfedstaveny v 5. kapitole.

Do mista endocytozy se spolu s AP2 dostavaji tzv. endocyticti pionyfi, nebo také
pionyrské proteiny, mezi které patfi FCHo1/2, Eps15, epsin nebo CALM. Pionyrské proteiny
jsou rekrutovany jako multimery provazané nizkoafinitnimi interakcemi jak mezi sebou, tak
s AP2, coz vysvétluje jejich vysokou funkéni redundanci a flexibilitu (Mettlen et al., 2018).
PrestozZe jsou mnohé funkce endocytickych proteinti znamy, hierarchie, s jakou se uplatiiuji
pii CME, je stéle nejasna. Eps15 (epidermal growth factor receptor substrate 15) a epsin navic
obsahuji motiv pro vazbu ubikvitinylovaného karga (Hawryluk et al.,, 2006). FCHo1/2
(Fer/Cip4 homology domain-only protein 1/2), ¢len rodiny muniscinti, obsahuje doménu
homologickou s podjednotkou u2 komplexu AP2 (u-homology domain, p-HD) a také doménu
FE-BAR (Fer/Cip4 homology Bin/Amphiphysin/Rvs; Mettlen et al., 2018; Traub & Bonifacino,
2013). Mezi proteiny s doménou BAR patfi také amfifysiny, endofiliny a SNX9 (sorting
nexin-9). Homodimerizaci proteini sdoménou BAR vznikd symetrickd molekula

bandnovitého tvaru, kterd svym kladné nabitym konkdvnim povrchem interaguje se zdporné
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nabitou membranou a indukuje jeji zakfiveni. Amfifysiny a endofiliny prostfednictvim SH3
domény vaZou dynamin a inositolfosfatdzu synaptojanin. Synaptojanin ma 2 fosfatazové
domény, jednou defosforyluje PtdIns(4,5)P2 nebo PtdIns(3,4,5)Ps na pozici 5 inositolového
kruhu a druhou PtdIns3P nebo PtdIns4P. Defosforylace fosfatidylinositolit ma vyznam
v signalizaci a v pfipadé PtdIns(4,5)P: snizuje afinitu AP2 kjiz odStépenému vacku
(Kirchhausen et al., 2014). CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia) a jeho
izoforma AP180 nabohacend v neuronech funguji jako adaptory pro SNARE, které musi byt

do vacku inkorporovany pro splynuti s cilovou membranou (Mettlen et al., 2018).

2.5 Inaktivace AP2

Endocyticky vacek je oddélen od membrany GTPazou dynaminem. U obratlovcii existuji
tfi izoformy dynaminu. Za odstépeni je zodpovédny dynamin 2, zatimco dynamin 1, ktery je
spolu s dynaminem 3 nabohacen v neuronech, se uplatriuje pfi tvorbé zakiiveni a signalizaci
(Mettlen et al.,, 2018). Aby bylo umoznéno splynuti vacku s membranou akceptorového
kompartmentu, musi byt odstranén proteinovy obal. K tomu dochézi za spotfeby ATP pomoci
heat-shock proteinu Hsc70 (Chappell et al., 1986), ktery je aktivovan auxilinem, specifickym
pro nervové tkané, nebo jeho homologem GAK (auxilin 2), ktery ma navic serin/threonin
kindzovou aktivitu (Greener et al., 2000; Ungewickell et al., 1995). Na rozdil od klatrinu jsou

pro inaktivaci AP2 kromé Hsc70 vyzadovany jesté dalsi faktory (Hannan et al., 1998).

Oproti aktivaci AP2 je o jeho inaktivaci zndmo pomérné malo. V soucasnosti se studuje
uloha proteinu NECAP (adaptin-ear-binding coat-associated protein), ktery se vaze na AP2
v oteviené konformaci a brani mu v opétovné asociaci s plazmatickou membranou (viz Obr.
5; Beacham et al., 2018; Wrobel et al., 2019). NECAP nejprve detekuje otevieny komplex AP2
a navaze se doménou NECAPex na (32-adaptin. Po fosforylaci komplexu AP2 na p2-linkeru
pak rezidua domény NECAPrher pfimo interaguji s fosforylovanym Thr156 a komplex AP2 je
prostfednictvim u2-podjednotky uzavien ve stavu neschopném aktivace (,clamped
structure”), a to i pfi soucasném puisobeni aktivacniho signdlu z membréany. Z vazebnych mist
pro PtdIns(4,5)P: zlistava pristupné pouze misto na kmeni a-adaptinu. Fosforylace na Thr156
tak mutiZze oznacovat komplexy AP2 pro inaktivaci (Partlow et al., 2019). Dfive bylo

publikovdno, Ze NECAP se vaze k pfivésku a-adaptinu unikatnim motivem WVQF
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na doméné NECAPm (Ritter et al.,, 2003), ta je ale malo konzervovana a vyse uvedeny
mechanismus pfedpokladajici spolupraci dvou domén, ktery byl popsan u C. elegans, je
pravdépodobné evolu¢né ptivodni (Partlow et al., 2019). U obratlovcd ma NECAP dva
paralogy: NECAP1 bohaty predevsim v mozku a NECAP2 pfitomny ve vSech tkanich (Ritter
et al., 2003).

5 NECAP

AP2 se otevira a pouta NECAP rozpoznava NECAP uzavira
se k membrang aktivni, otevieny AP2 fosforylovany AP2

Obr. 5. Inaktivace AP2 proteinem NECAP. Nejprve je doménou NECAPEx rozpoznana oteviena konformace AP2.

Po fosforylaci Thr156 se navaze také doména NECAPPHear a komplex je nasledné uzavien do stavu neschopného
aktivace (pfevzato z Partlow et al., 2019 a upraveno).

Jak je funkce NECAP fizena, stale neni znamo. V pfipadé, Ze inaktivace nasleduje ihned
po fosforylaci komplexu AP2, miize byt aktivita NECAP fizena aktivitou kindzy AAK1
(Partlow et al., 2019). NECAP se dostava do CCP soucasné s klatrinem a rekrutuje molekuly
fidici pozdni faze endocytdzy, jako je napfiklad SNX9 a amfifysin (Wrobel et al., 2019).
Predpoklada se, ze NECAP usnadnuje zménu konformace nebo defosforylaci AP2, kterymi je
obnovena neaktivni cytosolickd forma AP2, ktera je pripravena pro dalsi cykly endocytdzy.
U C. elegans je tak vyvazovano napiiklad aktivaéni plisobeni FCHo, které je u tohoto
modelového organismu pro aktivaci AP2 nepostradatelné (Beacham et al., 2018; Hollopeter et
al., 2014). Dosud neni jasné, zda NECAP inaktivuje pouze nestabilizované komplexy AP2 a
zamezuje tak tvorbé neproduktivnich CCP, nebo zda se uplatiiuje az po odstépeni vacku a
zabraniuje AP2 v opétovné asociaci s membrdanou a tvorbé novych CCP. Neni zndm ani
mechanismus odstranéni NECAP — zda musi nejprve probéhnout defosforylace AP2, nebo je

pravé defosforylace Thr156 zodpovédna za odstranéni NECAP (Partlow et al., 2019).
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3 Fosforylace Thr156
3.1 AAKI]

Pro efektivni pribéh endocytdzy je nezbytna fosforylace komplexu AP2 na Thrl56
nachdzejicim se na p2-linkeru (Olusanya et al., 2001). Za tuto fosforylaci je zodpovédna kinaza
AAKI1 (adaptor-associated kinase 1) rozeznavajici sekvenci IxxQxTG (Conner & Schmid,
2002). Fosforylace stabilizuje otevienou konformaci komplexu AP2, a zvySuje tak
pravdépodobnost vazby endocytického motivu Yxx® (Jackson et al., 2010; Olusanya et al.,
2001). Endocytdéza vsak probiha i bez fosforylace AP2, ackoliv ve znané omezené mife
(Conner & Schmid, 2003; Motley et al., 2006). Fosforylace Thr156 miize kompenzovat defekt
ve vazbé PtdIns(4,5)P2 nebo karga na podjednotku p2, jejichz vliv na stabilitu komplexu AP2
je s pusobenim AAK1 srovnatelny. Pfi zablokovani vazby PtdIns(4,5)P2 na p2 klesa aspésnost
maturace CCP. ZhorSeni maturace je vyrovnavano castéjsimi iniciacemi a pravé vyssi
aktivitou AAK1, a tedy vys$sim podilem komplexti AP2 stabilizovanych fosforylaci (Kadlecova
et al,, 2017). Kompenzace v opa¢ném sméru, tedy vazbou PtdIns(4,5)P2 na podjednotku p2

pri absenci fosforylace u2-linkeru, zdaleka neni tak ti¢inna (Motley et al., 2006).

AAKI1 patfi do rodiny serin/threoninovych kindz NAK (Numb-associated protein
kinases; viz Obr. 6). Tato rodina dale obsahuje napiiklad blizce pfibuznou kindzu
BIKE/BMP2K (BMP-2-inducible kinase), a také kindzy NAK (Numb-associated kinase) a SEL-5
(suppressor/enhancer of lin-12), coz jsou homology AAKI1 a BIKE u Drosophila melanogaster,
respektive u Caenorhabditis elegans. Do rodiny NAK patfi také kindza GAK (cyclin G-associated
kinase; Sorrell et al., 2016). Kromé AAKT1 byla fosforylace Thr156 popsana také u GAK a BIKE
(Puetal., 2020; Zhang et al., 2005). Kindzov4 doména je v rdmci rodiny evolu¢né konzervovana
a nachazi se blizko N-konce, ostatni ¢asti jsou velmi variabilni (Sorrell et al., 2016). Kindzova
doména AAKI je nasledovana doménou bohatou na glutamin, prolin a alanin a na C-konci se
nachdzi doména interagujici s a-adaptinem (a-adaptin interacting domain, AID), ktera dale
obsahuje motivy vazajici klatrin a doménu EH (Eps15 homology; Conner & Schmid, 2002).
V mozku dominuje izoforma AAKIL, kterd je prodlouzena na C-konci. Toto prodlouzeni
obsahuje 5 dal$ich motivi pro interakci s klatrinem a obdobné jsou prodlouzeny také izoformy

exprimované v jatrech a srdci (Henderson & Conner, 2007).
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Obr. 6. (A) Fylogeneticky strom rodiny NAK. C.e. = Caenorhabditis elegans, D.m. = Drosophila melanogaster,
H.s. = Homo sapiens, M.m. = Mus musculus, S.c. = Saccharomyces cerevisine. MPSK1 je znama také jako STK16 (Sorrell
et al.,, 2016). (B) Schéma AAK1. Kindzova doména je v rdmci proteinové rodiny konzervovana (pfevzato z Conner
& Schmid, 2002).

Zasadni vyznam pro regulaci aktivity AAKI ma klatrin. AAK1 se hojné vyskytuje
v CCP, kde s klatrinem a komplexem AP2 kolokalizuje (Conner et al., 2003). Pro asociaci
komplexu AP2 s membrdnou nemd fosforylace Thrl56 vyznam a aktivita AAKI je pied
zahajenim tvorby CCP na bazalni hladiné. K vyraznému nartstu aktivity AAK1 dochazi se
zacatkem polymerace klatrinu, kterd reguluje AAK1 mechanismem pozitivni zpétné vazby
(Jackson et al., 2003; Kadlecova et al., 2017). Soucasné komplex AP2 dosahuje maximalni vazby
karga (Jackson et al., 2003). Polymerace klatrinu odrazi mnoZzstvi iniciaci a rtist CCP. Mira
fosforylace komplexu AP2 se tak zvysuje spolu s rtistem CCP, coz odpovida predstave, ze
fosforylace oznacuje AP2 k inaktivaci proteinem NECAP (Kadlecova et al., 2017; Wrobel et al.,
2019). AAK1 je atypickou kinazou, podil fosforylovanych AP2 totiz neni zavisly
na koncentraci AP2, ale na koncentraci AAK1, respektive na jeji asociaci s AP2. Pravé klatrin

je faktorem, ktery asociaci AP2 a AAK1 ovliviiuje (Conner et al., 2003).

Nadmérna exprese AAK1 paradoxné snizuje miru endocytézy. Pro mozkovou izoformu
AAKIL je moznym vysvétlenim vazba na klatrin. Vazebné motivy, které ma AAKIL navic
oproti AAKI1, se totiZ vazou na klatrin ve stejném misté jako komplex AP2, a tim vazbu AP2

na klatrin blokuji (Henderson & Conner, 2007). Vazby klatrinu a AP2 na AAK1 se vSak
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nevylucuji (Conner et al., 2003). V pfipadé AAK1 mtize byt za snizeni endocytozy zodpovédné
naruSeni rovnovahy mezi fosforylovanymi a defosforylovanymi komplexy AP2, kterd je

podstatou cyklické aktivity AP2 (Conner & Schmid, 2002).

AAK1 je nabohacena na mistech vysoce aktivnich vendocytéze, predevSim
na presynaptickych zakoncenich neuronti, kde jsou endocytézou recyklovany synaptické
vacky, a na vedoucim okraji migrujicich bunék, vyskytuje se vSak také na endozdmech
(Conner & Schmid, 2002; Shi et al., 2014). AAK1 je silné exprimovana v motorickych
neuronech vybihajicich z pfednich roht misnich, kde je jeji deregulace a nasledna deplece
synaptickych vackli soucasti patologie pokrocilého stadia dédi¢né formy amyotrofni lateralni
sklerdzy (Shi et al., 2014). K patologiim pochopitelné nevede pouze nedostatecna aktivita
synapsi. Prilina aktivita senzorickych drah vedoucich do zadnich rohti misnich se projevuje
neuropatologickou bolesti. Potlaceni spontanni aktivity neuront inhibici AAK1 specifickym
inhibitorem, ktery zdroven nezasahuje funkci motorickych drah, je v tomto pfipadé naopak

potencidlnim zptisobem 1écby (Kostich et al., 2016).

AAKI1 se kromé endocytdzy uplatiiuje také v endozomalnim transportu. Pfi recyklaci
receptortt AAK1 méné vyrazné, avSak podobnym mechanismem ovliviiuje podjednotku pl
komplexu AP1 (Fingerhut et al., 2001; Henderson & Conner, 2007). Substratem AAKI je také
endocyticky adaptor Numb (Sorensen & Conner, 2008). Numb se motivem DPF vaze
na privések a-adaptinu a zprostfedkovava interakci AP2 s receptorem Notch (Santolini et al.,
2000). Nefosforylovany Numb takto cili Notch k degradaci, po fosforylaci kindzou AAK1 je

vSak pfesunut na perinukledrni endozdmy, a tim je inaktivovan (Gupta-Rossi et al., 2011).

3.2 GAK

Kindza GAK (cyclin G-associated kinase) ma podobnou specifitu jako AAK1. Taktéz
fosforyluje komplexy AP2 a AP1, ale pro fosforylaci p2 je postradatelna. BEhem endocytdzy je
hlavni funkci GAK rozlozeni klatrinového obalu, které zajiStuje navazanim Hsc70
prostrednictvim své C-koncové domény ] (Zhang et al., 2005). GAK se od AAK1 lisi také
lokalizaci. Zatimco AAK1 se vyskytuje u plazmatické membrany v mistech aktivni

endocytdzy (Conner & Schmid, 2002), GAK je pfevazné cytosolicka. Nejcast€ji se vyskytuje

19



v perinukledrni oblasti, pfedevsim v blizkosti TGN, kde kolokalizuje s AP1 a klatrinem

(Greener et al., 2000).

GAK je homologem auxilinu, ktery stimuluje Hsc70 v nervovych bunkach, proto je
znama také pod ndzvem auxilin 2 (Greener et al., 2000; Ungewickell et al., 1995). GAK a auxilin
maji vysokou identitu s vyjimkou kindzové domény, ktera u auxilinu chybi. V nervovych
burikach se auxilin vyskytuje v mnohem vétsim mnozZstvi nez GAK v ostatnich burikach, coz
pravdépodobné souvisi s nutnosti rychlé endocytozy pfi synaptické transmisi (Greener et al.,

2000).

3.3 Dalsi mista fosforvylaci

Kromé fosforylace Thr156 na pu2-linkeru mohou funkci AP2 za urcitych okolnosti méné
vyznamné ovliviiovat také fosforylace na a-adaptinu a B2-adaptinu (Fingerhut et al., 2001).
Adaptiny jsou substrdtem pro kindzu DyrklA (dual-specificity tyrosine phosphorylation-
regulated kinase). Fosforylace DyrklA byla studovdna naizoformach AP2 izolovanych
zmozku potkana a jako potencialni mista fosforylace se ukazala rezidua Ser179 a Ser518
na a-adaptinu. Mista se nachazeji uvnitf komplexu AP2, a k jejich fosforylaci tedy dochazi
pouze v oteviené konformaci AP2. Fosforylace je inhibi¢ni, zptisobuje disociaci 32-adaptinu a
rozpad komplexu AP2 (Murakami et al., 2012). Aktivace receptoru AT1R (angiotensin II type
1 receptor) vede k fosforylaci Tyr737 na [32-adaptinu kinazou c-Src (Fessart et al., 2007). AT1IR
patii mezi receptory spfazené s G-proteinem, pro jejichz internalizaci je klicova interakce AP2
s B-arrestinem (Laporte et al., 1999). Tyr737 se nachazi na pfivéskové doméné (32-adaptinu,
kam se (3-arrestin vaze (Edeling et al., 2006) a fosforylace se po internalizaci receptoru podili
na uvolnéni B-arrestinu z AP2 (Fessart et al., 2007). Vazba [-arrestinu a ARH, druhého
vyznamného adaptoru vyuzivajictho horni misto na P2-adaptinu, je dale regulovana
fosforylaci Tyr888 (Chakraborty et al., 2014). Pfi stimulaci receptoru pro EGF se na opacném
konci 2-adaptinu vyskytuje fosforylace Tyr6, ktera vede k odblokovani vazebného mista
pro dileucinovy motiv. Dileucinovy motiv ale neni pro internalizaci receptoru esencidlni a zda
ma tato fosforylace funkéni vyznam, neni znamo (Huang et al., 2003). Kinazy a fosfatazy
asociované s Tyr888 a Tyr6 zatim nebyly popsany. Endocytéza EGFR je stejné jako vazba

B-arrestinu a ARH podrobnéji rozebrana v 5. kapitole.
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4 Endocytické motivy rozpoznavané primo komplexem AP2

4.1 Kooperace motivil

Vybér transmembranovych proteinti pro endocytézu zprostfedkovanou klatrinem je
zalozen na endocytickych signalech, které jsou predstavovany linearnimi motivy,
konformacénimi determinantami nebo kovalentnimi modifikacemi, jako je napfiklad
fosforylace nebo ubikvitinylace, v cytosolickych doménach endocytovanych proteinti. Signaly
jsou rozpoznavany riiznymi adaptorovymi proteiny a komplex AP2 pfimo rozpoznava dva
kanonické linedrni motivy: tyrosinovy motiv Yxx® a motiv zaloZeny na dvou leucinech
[DE]xxxL[LI] (Traub & Bonifacino, 2013). Z analyzovaného souboru 3705 transmembranovych
receptorti obsahovalo 33 % pouze tyrosinovy motiv, zatimco jen 7 % pouze dileucinovy. Takto
nerovnomérna distribuce muZze souviset sfaktem, Ze pouze tyrosinovy motiv je
pro endocytézu vyzadovan vseobecné (Kadlecova et al.,, 2017). Vazba obou motivli vede
k silnéjsi vazbé komplexu AP2 a pokud to umoznuji sterické parametry, mohou byt na jeden
komplex AP2 navadzéana dvé rtiznd karga (Jackson et al., 2010). Dileucinovy motiv se obecné
vaze slabé&ji nez tyrosinovy a in vivo miize kargo vyuzivajici dileucinovy motiv profitovat ze
stabilizace CCP tyrosinovymi motivy okolnich proteinti (Honing et al., 2005). Oba motivy
zaroven byly nalezeny u 23 % transmembranovych receptorti (Kadlecova et al., 2017), vétSina
znich se vSak vaze pouze jednim z motiv{, jelikoZ je mezi motivy jen vzacné dosaZeno

dostatecné velké vzdalenosti (Jackson et al., 2010).

4.2 Tyrosinovy motiv

Konsenzem pro tyrosinovy motiv je sekvence Yxx® (Boll et al., 1996; Collawn et al.,
1990). Na posledni pozici motivu se nachdzi velké hydrofobni reziduum, jako je Leu, Ile, Met
nebo Phe, pfi¢emz leucin je siln€ preferovan (Boll et al., 1996). Komplex AP2 vaZze tyrosinovy
motiv podjednotkou pu2 (Ohno et al., 1995). Pivodné se pfedpokladalo, Ze tyrosinovy motiv
ma strukturu B-ohybu (Boll et al., 1996; Collawn et al., 1990), pozdéji se vsak ukdzalo, ze se
na komplex AP2 vaze jako natazeny fetézec (Owen & Evans, 1998). Vazebné misto je tvofeno
dvéma hydrofobnimi kapsami, pficemz do prvni se vadze tyrosin a do druhé hydrofobni
aminokyselina na pozici Y+3 (Owen & Evans, 1998). Fosforylace tyrosinu vazbé motivu brani

a u nékterych receptorti je tato skutecnost vyuzivana pfi regulaci endocytdzy (Choi et al., 2019;
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Owen & Evans, 1998). V uzaviené konformaci komplexu AP2 je vazebné misto pro motiv
nedostupné a k membrané se dostava aZ po tplné zméné konformace AP2 (Collins et al., 2002;
Jackson et al., 2010). Pro vazbu je déale nutné, aby byl tyrosinovy motiv oddélen
od transmembranového regionu receptoru pfinejmensim 7 aminokyselinami (Collawn et al.,
1990). Moznym mechanismem zvySeni avidity komplexu AP2 k transmembranovym
proteintim je dimerizace. V pfitomnosti motivu Yxx® byla u ¢asti komplextit AP2 pozorovana
dimerizace prostfednictvim p2-adaptini (Kovtun et al.,, 2020) a jiz dfive byly pozorovany

krystalizované dimery podjednotek u2 (Owen & Evans, 1998).

Typickym piikladem receptoru s tyrosinovym motivem je transferinovy receptor (TfR),
na kterém komplex AP2 rozpoznava sekvenci YIRF (Boll et al., 1996; Collawn et al., 1990). TfR
predstavuje pro buriku hlavni zptisob p¥jmu Zeleza. Zelezité kationty jsou pfepravovany
glykoproteinem transferinem, ktery se vaze na TfR a receptorem zprostiedkovanou
endocytézou se dostavd do endozému. V endozomu jsou zelezité kationty uvolnény a
prazdny transferin je spolu s TfR recyklovan zpét na plazmatickou membranu, kde ztraci
afinitu k TfR a disociuje (Antonescu et al., 2014). TfR cykluje mezi plazmatickou membranou
a endozdmy neustale, a z tohoto divodu je v experimentech c¢asto pouzivan jako méfitko

endocytdzy (Cocucci et al., 2012; Scarselli & Donaldson, 2009; Schmidt et al., 2006).

Prostfednictvim kanonického tyrosinového motivu, konkrétné motivu YHEL, se
na komplex AP2 vaze také protein Dishevelled 2, ktery funguje jako adaptor pro receptor
Frizzled 4. Internalizace aktivovaného receptoru Frizzled 4 je soucasti nekanonické signalizace
Wnt probihajici na ¢asném endozému a neméné dtilezitd je i pro naslednou degradaci
Frizzled 4, a tedy utlumeni signdlu. Dishevelled 2 pro vazbu na AP2 zdroven vyuziva svou
doménu DEP (Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin), kterou se vaze do blizkosti vazebného

mista pro tyrosinovy motiv (Yu et al., 2010).

Zvlastnim pfipadem internalizace diky kanonickym tyrosinovym motiviim je receptor
PAR-1 (protease-activated receptor 1), ktery je proteolyticky aktivovan koagula¢nim faktorem
trombinem. PAR-1 patfi mezi receptory asociované s G-proteiny, se kterymi sdili
mechanismus desenzitizace pomoci [-arrestinu, internalizovan je v3ak zcela odliSnym

zpusobem. Cytosolickd doména PAR-1 obsahuje dva rtizné fungujici tyrosinové motivy
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(YKKL a YSIL), a pro spravnou funkci druhého znich je navic nezbytna palmitoylace
receptoru (Canto & Trejo, 2013).

Tyrosinovy motiv je tfeba rozsifit jeSté o nekanonickou sekvenci YxxG®, kterd byla
nalezena u iontového kanalu P2X4 fizeného ATP. Motiv YxxG® pfi vazbé na komplex AP2
nahrazuje kanonicky tyrosinovy motiv Yxx®, ktery se sice u P2X4 také nachazi, ale neni
pro vazbu AP2 dostupny. Motiv YxxG® se vaze do stejného mista na podjednotce p2 jako
motiv Yxx®, odliSnd je pouze orientace hydrofobniho rezidua, jejiZ zména je umoznéna

flexibilitou glycinu (Royle et al., 2005).

4.3 Dileucinovy motiv

Méné rozsifenym kanonickym motivem je dileucinovy motiv, ktery je pfedstavovan
sekvenci [DE]xxxL[LI]. Ve srovnani s tyrosinovym motivem je dileucinovy motiv vice
variabilni a AP2 je kjeho rliznym variantdm tolerantnéjsi nez AP1 (Doray et al., 2007;
Kadlecova et al., 2017). Vazebné misto pro dileucinovy motiv se sklada ze dvou pfilehlych
hydrofobnich kapes na podjednotce 02. Kyselé reziduum na pozici L-4 se vaze do kladné
nabité oblasti AP2, na jejiz tvorbé se kromé podjednotky 02 podili také a-adaptin (Kelly et al.,
2008). Pro studium dileucinového motivu je ¢asto pouzivan receptor CD4 nachdazejici se
na povrchu pomocnych T bunék. Endocytéza CD4 je regulovana fosforylaci serinu, ktery
v ptipadé CD4 dileucinovému motivu bezprosttedné predchazi. Endocyticky signal CD4 je
aktivni pouze v pfipadé fosforylace tohoto serinového rezidua (Kelly et al., 2008; Pitcher et al.,
1999). Motiv odpovidajici konsenzu nese také gluk6zovy transportér GLUTS, ktery vsak podle
dalsich vysledkti téZe prace interaguje s pfivéskovou doménou [2-adaptinu, nikoliv

s podjednotkou 02 (Schmidt et al., 2006).
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5 Interakce s kargem zprostfedkovana dalSimi adaptory

5.1 [-arrestin a endocytdza receptorti spfazenych s G-proteinem

Receptory spraZené s G-proteinem (G-protein-coupled receptors, GPCR) jsou nejvétsi
skupinou receptorti. Maji Siroké spektrum funkci a mnohé znich jsou vyznamnymi cili
farmakologické 1écby (Schmidt et al., 2020). V souvislosti s endocytozou jsou casto studovany
naptiklad adrenergni receptor 32 pro adrenalin (2AR), receptor pro angiotensin II (AT1R)
nebo muskarinové receptory pro acetylcholin (M1-M4; Luttrell et al, 2018; Scarselli &
Donaldson, 2009; Takenouchi et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Jednim z regulac¢nich mechanismit GPCR je tzv. endocytdza zprostiedkovana agonistou.
Receptor aktivovany vazbou agonisty je oznacen adaptorovym proteinem 3-arrestinem, ktery
je nasledné rozpoznan komplexem AP2 (viz Obr. 7). V nékterych prfipadech je interakce
komplexu AP2 a (-arrestinu nezbytna pro presun receptoru do CCP (Laporte et al., 1999,
2000), jiné receptory jsou ovSem schopny ovliviiovat sloZeni membrany ve svém okoli a
modulovat maturaci CCP jesté pred asociaci s AP2 (Weinberg & Puthenveedu, 2019). Kromé
dlouho zndmé desenzitizace GPCR, tedy jejich odpfaZzeni od trimerniho G-proteinu, a
internalizace se (-arrestin uplatiiuje také pfi signalizaci. GPCR vyznamné ovliviiuji MAP
kindzovou drahu, tedy aktivitu kindzy ERK, kterd je asociovana s postupem bunéénym
cyklem, proliferaci a transkripci genti pro preziti, a B-arrestin miize zprostiedkovat jak
tlumeni signalizace prostfednictvim degradace GPCR, tak jeji aktivaci (Luttrell et al., 2018;

Takenouchi et al., 2018; Weinberg & Puthenveedu, 2019)

Vazba p-arrestinu na komplex AP2 je v mnohém specificka. Na rozdil od ostatnich
vazebnych mist pro adaptory, kterd funguji na principu zvySovani afinity opakovanim
vazebnych motiv1, je vazebné misto pro [-arrestin zaloZeno na vysoce specifické a relativné
silné interakci. Klicovym vazebnym motivem {-arrestinu je [DE]nxi2Fxx[FL]xxxR. Motiv se
nachdzi uvnitf B-arrestinu a pro komplex AP2 je zpfistupnén az po navazani p-arrestinu
na aktivovany GPCR. Vazba (-arrestinu na GPCR je doprovazena konformacni zménou,
pri které se vazebny motiv vyklapi z core B-arrestinu a zaujima a-helikalni strukturu (Edeling

et al., 2006). Ve vazebném misté na komplexu AP2 se nachdzi evolu¢né konzervované
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reziduum Tyr888 (u AP1 jako Tyr897), jehoz fosforylace blokuje vazbu p-arrestinu, a reguluje
tak obsazenost vazebného mista (Chakraborty et al., 2014). Kinazy a fosfatdzy asociované
s Tyr888 zatim nejsou zndmy. Stejnym mechanismem jako p-arrestin s komplexem AP2 bézné
interaguje také adaptorovy protein ARH pfiendocytéoze LDLR. Motiv byl nalezen také u
epsinu 1, jeho afinita k vazebnému mistu je vSak vyrazné nizsi. Regulace endocytdzy

prostfednictvim zmény konformace je z uvedenych adaptori popsana pouze u -arrestinu

)

(Edeling et al., 2006).

V B-arrestin
DESENZITIZACE
B2
Raf &
MEK_P
ErRk P

ENDOCYTOZA

Obr. 7. Princip rozpoznani receptort spfazenych s G-proteinem urcenych k endocytdéze. Aktivovany receptor je
fosforylovan kindzami GRK a oznacen pro endocytozu [3-arrestinem, ktery je rozpoznavan komplexem AP2. Kromé
desenzitizace a internalizace receptoru mize byt 3-arrestinem zprostiedkovana také aktivace MAP kinazové drahy
(podle Luttrell et al., 2018).

Nékteré GPCR jsou pfed vazbou B-arrestinu ubikvitinylovany a v takovém pfipadé jsou
navic rozpoznavany epsinem 1. Vazba epsinu 1 zde slouzi jako dalsi stupen kontroly
pred internalizaci receptoru. Aktivni GPCR jsou na rtiznych mistech fosforylovany kindzami
spfazenymi s G-proteinem (G protein-coupled receptor kinases, GRK), tyto fosforylace vSak
maji vyznam spiSe pro nasledny transport endozomalnim systémem a konkrétné je o nich
znamo jen velmi malo (Weinberg & Puthenveedu, 2019). Nezavisle na fosforylaci a 3-arrestinu
mohou byt receptory konstitutivné internalizovany i mechanismy nezavislymi na klatrinu a
vétsina GPCR je schopna se mezi riznymi cestami rozhodovat podle kontextu (Schmidt et al.,
2020; Scarselli & Donaldson, 2009; Zhang et al., 2020). Diverzita zplisobti endocytozy a jejich

vzajemna zastupitelnost pfedstavuje znacnou komplikaci pfi studiu téchto procesti.
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5.2 ARH a receptor pro nizkodenzitni lipoprotein

Nizkodenzitni lipoprotein (low-density lipoprotein, LDL) se do burky podobné jako
transferin dostava v komplexu s konstitutivné internalizovanym receptorem. Endocytickym
signalem receptoru pro LDL (LDLR) je motiv FDNPVY (Antonescu et al., 2014). Tento motiv
odpovida konsenzu [FY]xNPx[YF], ktery se nachazi také u prekurzoru amyloidniho proteinu
(amyloid precursor protein, APP) nebo u integrinu 1. Interakce motivu [FY]XxNPx[YF] s AP2
je zprostfedkovdana monomernimi adaptory s doménou PTB (phosphotyrosin-binding), jako
je naptiklad ARH, Dab2 a Numb. Endocytickd doména PTB na rozdil od déle znamé
signalizacni domény PTB preferuje nefosforylované tyrosiny. Fosfotyrosiny se ze sterickych

d@ivodii na endocytickou doménu PTB nevadzou (Traub & Bonifacino, 2013).

ARH (autosomal recessive hypercholesterolemia protein) se vdze na AP2 v hornim
misté na $2-adaptinu vazebnym motivem [DE]nxi-2Fxx[FL]xxxR, tedy stejnym zptisobem jako
B-arrestin (Edeling et al., 2006). Fosforylace Tyr888 ve vazebném misté vSak ve srovnani
s GPCR nema na endocytézu LDLR tak velky dopad. To lze vysvétlit pfitomnosti dalSich
adaptorovych proteinti, napfiklad Dab2 (Disabled-2), které taktéZ rozpozndavaji endocyticky
motiv na LDLR, ale s AP2 interaguji jinym zptsobem (Chakraborty et al., 2014). Dab2
interaguje s AP2 prostfednictvim motivii DPF vazajicich se na pfivések a-adaptinu (Morris &
Cooper, 2001). Na rozdil od vzdalené pfibuzného ARH je funkci Dab2 spiSe pfesun receptori
do CCP nez jejich naslednd internalizace. Diky schopnosti vazat také PtdIns(4,5)P: a klatrin,
coz je typickou vlastnosti adaptorovych proteinti, je Dab2 schopen internalizovat receptor
nezavisle na AP2, i kdyzZ pfirozené spolu pravdépodobné kooperuji. Naopak ARH pro svou

funkci komplex AP2 vyzaduje (Maurer & Cooper, 2006).

5.3 Endocytdza receptorovych tyrosinkinaz

Znamymi priklady receptorovych tyrosinkindz (receptor tyrosine kinases, RTK) jsou
receptory pro riistové faktory, jako je naptiklad EGF (epidermal growth factor), IGF-1
(insulin-like growth factor 1), PDGF (platelet-derived growth factor), nebo receptor
pro inzulin. Obecnym schématem signalizace RTK je jejich dimerizace indukovana vazbou
ligandu, kterd je nasledovana vzdjemnou fosforylaci a aktivaci cytosolickych kindzovych

domén. Mnohé RTK se vSak od tohoto schématu odchyluji (Thottacherry et al., 2019).
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U RTK byly nalezeny oba kanonické endocytické motivy. Dileucinovy motiv u EGFR
muZe snizkou afinitou interagovat s AP2, jeho vyznam je vSak nejasny a minimalné
pro internalizaci receptoru se zda byt nepodstatnym (Huang et al, 2003). V pfipadé
tyrosinového motivu YRAL byla dokonce jeho dtleZitost pro endocytézu zprostfedkovanou
klatrinem prokazana, endocytéza EGFR je ovSéem v mensi mife moZna i nezavisle na tomto
motivu (Nesterov et al., 1999; Sorkin et al., 1996). To lze vysvétlit tim, Ze RTK jsou podobné
jako GPCR endocytovany také mechanismy nezavislymi na klatrinu, a tedy i nezavisle
na komplexu AP2. Rizné mechanismy endocytozy se lisi zptisobem, jakym ovliviiuji osud
receptorti a silu signalizace, obecné v3ak lze fici, Ze endocytoza zprostifedkovana klatrinem
favorizuje recyklaci receptorti, zatimco endocytdza nezavisla na klatrinu spise jejich degradaci

(Pascolutti et al., 2019; Thottacherry et al., 2019).

Charakteristickou modifikaci RTK je ubikvitinylace, za kterou je zodpovédnych mnoho
E3-ubikvitinligdz, jako je napfiklad Cbl (Casitas B-lineage lymphoma) nebo Mdm2 (mouse
double minute 2). Asociace Mdm2 s IGF-1R je pfekvapivé zprostfedkovana B-arrestinem,
adaptorovym proteinem zndméjSim ve spojitosti s GPCR (Goh & Sorkin, 2013).
Polyubikvitinové fetézce na EGFR specificky rozpoznava epsin 1 a Epsl5 tandemové
fazenymi motivy UIM (ubiquitin-interacting motif; Hawryluk et al., 2006). Pravé adaptory
epsin 1 a Eps15 jsou zodpovédné za pozorovanou rezidudlni endocytézu EGER pfi poskozeni

komplexu AP2 (Pascolutti et al., 2019).

Zajimavym zptlisobem je zprostfedkovana internalizace inzulinového receptoru (IR; viz
Obr. 8). IR podobné jako EGFR disponuje dileucinovym motivem, kli¢ovy je pro néj vsak
motiv NPEY, diky kterému pfi aktivaci inzulinem vazZe adaptor IRS1/2 (insulin receptor
substrate 1/2). IRS1/2 obsahuje kanonické tyrosinové motivy nasledované serinem (Yxx®S),
kterymi interaguje s komplexem AP2. Tyrosinové motivy jsou fosforylovany aktivovanym IR,
¢imz je rekrutovana fosfatdza SHP2 (SH2 domain-containing phosphatase-2). SHP2 spousti
signalni kaskddy vedouci mimo jiné k aktivaci kindzy ERK, ktera poté fosforyluje seriny
nasledujici za tyrosinovymi motivy. Fosforylace serinti umoznuje SHP2 tyrosinové motivy
defosforylovat, coz je nezbytné pro jejich vazbu na komplex AP2. ERK tak negativni zpétnou

vazbou reguluje signalizaci IR. S mechanismem vyuzivajicim IRS1/2 kooperuje také
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mechanismus vyuzivajici komplex protein mitotického kontrolntho bodu (mitotic

checkpoint complex, MCC; Choi et al., 2019).

ENDOCYTOZA

Obr. 8. Princip rozpoznani inzulinového receptoru urceného k endocytéze. Vazba receptoru na komplex AP2 je
zprostfedkovana IRS a komplexem mitotického kontrolniho bodu (MCC). IRS musi byt pfed vazbou na AP2
fosforylovan na serinu kinazou ERK a defosforylovan na tyrosinu fosfatdzou SHP2. Oranzové jsou znaceny
fosforylace na serinech, zluté fosforylace na tyrosinech (podle Choi et al., 2019).

Podobna funkce IRS1, ne vSak komplexu mitotického kontrolniho bodu, byla nalezena
také u IGF-1R. IGF-1R ovliviuje riist a proliferaci, ale na rozdil od IR neni internalizovan ihned
po stimulaci ligandem. V pfipadé IGF-1R vazba IRS1 na komplex AP2 inhibuje internalizaci
receptoru a pravé adaptoru IRS1 je pfikladdn podil na udrzeni aktivovaného receptoru
na plazmatické membrané (Yoneyama et al., 2018). Jak je zajiSténa specifita internalizace IR a
IGF-1R dosud neni jasné. Detaily signalnich kaskdd RTK jsou stadle nedostatecné
prozkoumané, podobné, jako proces jejich endocytdzy a putovani burikou, a uvedené ptiklady

regulace predstavuji pouze zlomek interakci, které tyto sloZzité déje doprovazeji.
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Zaver

Komplex adaptorového proteinu 2 (AP2) je nejcastéjSim a také nejlépe popsanym
endocytickym adaptorem a jeho struktura je jiz dlouho zndma jak v neaktivnim cytosolickém
stavu, tak v aktivnim stavu asociovaném s plazmatickou membranou. Mnohymi studiemi
byly odhaleny a podrobné popsany interakce AP2 sklatrinem, ale i mnoha dalSimi
komponentami CME, které ovliviiuji cely proces endocytozy vcetné aktivity komplexu AP2
samotného. Inaktivace komplexu AP2 je ovSem vesrovnani sjeho aktivaci pomérné
neprozkoumand, ackoliv je pro cyklickou aktivitu AP2 neméné dtleZita. Je vSak zndm protein,
ktery ji pravdépodobné fidi a na odhaleni funkéniho mechanismu inaktivace AP2 se nyni

pracuje.

Vazba transmembranovych receptorti na komplex AP2 je zajiStovdna rozsahlym
souborem nejriznéjsich peptidovych motivi, kovalentnich modifikaci a dalsich adaptorovych
proteinti, z nichZ nejvyznamnéjsi byly v praci predstaveny. Regulace mnoZzstvi receptorti
na povrchu buriky je vyznamnd nejen fyziologicky, ale také farmakologicky. Porozuméni
specifickym mechanismtim, kterymi AP2 rozpozndva konkrétni receptory, je duleZité
pro lécbu nejriiznéjSich patologickych stavi(i, kdy mohou byt komponenty téchto drah cili
terapeutickych prostiedkii. Konkrétnim pfikladem mtze byt lécba poruch senzitivity
k inzulinu tpravou endocytozy inzulinového receptoru (Choi et al., 2019; Hall et al., 2020),
endocytdzou jsou ale modulovany také nejrtizné€jsi déje na nervovych synapsich, a to jak
na presynaptické, tak na postsynaptické membrané. Mnohé viry vyuZzivaji receptorem
zprostfedkovanou endocytézu pro vstup do bunky, a proto je endocytickd masinerie také
cilem nejraznéjSich antivirotik (Bekerman et al., 2017; Wang et al., 2019). Mezi tyto viry patfi
také SARS-CoV-2, ptivodce onemocnéni COVID-19, a jednim ze sméra pii hledani Gc¢inné
1é¢by se staly inhibitory kindzy AAK1 (Sayed et al., 2020; Stebbing et al., 2020), kterd pfimo
ovliviiuje aktivitu AP2, a tedy cestu virionti do buriky. I pfes pomérné Siroké praktické vyuziti
procesu endocytdzy jsou konkrétni mechanismy jeji regulace zndmy jen u velmi malého poctu
receptortl a ani zndmé zptlisoby typické pro nékteré receptorové rodiny nejsou sdileny vSemi
jejich ¢leny. Stale jsou vSak objevovany nové a mnohdy pfekvapivé interakce vedouci k vazbé

transmembranovych receptorti na komplex AP2 a jejich ndsledné endocytéze.
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