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Abstrakt

Plazmatickd membrana bunék se sklada ze specializovanych domén, které se lisi svym
tvarem, funkci a velikosti. Toto rozdéleni umoZiuje burikdm koordinovat a oddélit velké
mnozstvi riznorodych procest. Poruchy organizace buriky na trovni membranovych domén
je stale vice spojovano se vznikem patologickych poruch. Svou roli maji mikrodomény téz ve

virulenci patogennich organismu, napt. nékterych druhd kvasinek.

Jednou z nejlépe popsanych mikrodomén plazmatické membrany kvasinek je MCC
(membranovy kompartment argininové permedzy Canl), jenz je stabilizovan proteinovym
komplexem zvanym eisosome. SloZeni této mikrodomény je detailné popsano, dynamika
jednotlivych komponent v bazdlnim stavu (tj. bez stresu) dosud popsana nebyla. Cilem této
prace je podrobnym prehledem dostupné literatury shrnout soucasné poznatky o dynamice
proteinli této mikrodomény a jejim vztahu s ostatnimi doménami bunéénych membran.
Prace zaroven prostiednictvim pokrocilé fluorescencni metody FRAP (¢esky obnova
fluorescence po fotovybéleni) na vlastnim experimentu ukazuje, Ze v bazalnim stavu dochazi

k vyméné jednotlivych molekul Nce102 v mikrodoméné MCC/eisosom.

Kli¢ova slova: kvasinky, plazmatickd membrana, membranové domény, mikroskopie, FRAP,

MCC, eisosom, Sur7, Ncel102



Abstract

Plasmatic cellular mebrane consists of specialized domains which differ in shape, function
and size. This compartmentalization allows cells to coordinate and separate a large number
of diverse processes. Disorders of cell organization at the level of membrane domains are
increasingly associated with the expansion of pathological disorders. Microdomains also play

a role in the virulence of pathogenic organisms, e.g. some types of yeast.

One of the best described microdomains of the yeast plasma membrane is the MCC
(membrane compartment of arginine permease Canl), which is stabilized by a protein
complex called the eisosome. The composition of the MCC/eisosome is described in detail,
the dynamics of the individual components in the basal state (i.e. without stress) has not yet
been described. The aim of this thesis is to summarize current knowledge about the
dynamics of the proteins of this microdomain and its relationship with other domains of cell

membranes through a detailed review of the available literature.

And at the same time by using the advanced fluorescence method FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) to show in my own experiment that in the basal state there is

an exchange of individual Nce102 molecules in the MCC/eisosome microdomain.

Key words: yeast, plasma membrane, membrane domains, microskopy, FRAP, MCC,

eisosome, Sur7, Ncel02



1. Uvod

Plazmatickd membrana je semipermeabilni obal oddélujici buriku od vnéjsiho prostredi.
Hraje velmi dalezZitou roli v regulaci fady bunécnych procesl, mezi néz se radi napftiklad
bunécéna signalizace, adheze a vyména iontl. Vyznamnost plazmatické membrany dokazuje
také to, Ze fada bézné uzivanych Iéka cili na komponenty plazmatické membrany (Douglas et
al., 2011).

Plazmatickd membrana (Obr. 1) je tvofena lipidovou dvojvrstvou, ve které se nachazeji
membranové proteiny. V roce 1972 S. J. Singer a G. L. Nicolson predstavili tzv. model fluidni
(tekuté) mozaiky, ktery pojedndva o tom, Ze lipidova dvojvrstva je dvourozmérnou kapalinou

a jednotlivé slozky nejsou striktné vazany na jednu oblast, ale mohou zde rizné difundovat a

rotovat (Singer and Nicolson, 1972).
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Obrazek 1 — SloZeni plazmatické membrany, zdroj:

https://www.ncnr.nist.gov/programs/reflect/rp/biology/cell_membrane.html

Modely, které byly prfedstaveny nékolik let po modelu z roku 1972 popisovaly plazmatickou
membranu jako mnohem méné homogenni nez plvodni model a obsahovaly navic dalsi
informace, které v ném nebyly zahrnuty. Pfikladem je shlukovani proteint a lipid( a jejich

rozdéleni do jednotlivych membranovych domén (Nicolson, 1976).

Na tento model navazal popis lipidovych raftl, tvofenych asociaci sfingolipidd a cholesterolu.

Plvodni predstava o lipidovych raftech byla, Ze se jednd o struktury Siroké zhruba 100-500



nm, které jsou stabilni a drzi pohromadé diky vzajemné interakci mezi lipidy. Lipidové rafty
jsou tedy malé, heterogenni, vysoce dynamické domény bohaté na steroly a sfingolipidy
(Pike, 2009).

Interakce mezi cholesterolem a jinymi lipidy se podileji na strukture bunécné membrany a
homeostazi cholesterolu v Zivych bunkach. Lipidové rafty, které témito interakcemi vznikaji,
hraji klicovou roli v fadé biologickych procest, napfiklad v regulaci membranového
transportu a bunécné signalizaci v sav€ich burikach. Téz bylo prokdzano, Ze hraji vyznamnou
roli v uspofadani protein(l u kvasinek (Bagnat et al., 2000).

Experimenty, které rafty popisovaly vSak na jejich izolaci pouzivaly detergenty, coz mohlo

vést k nepfirozenému shlukovani riznych lipid(i vlivem detergentu.

V soucasnosti je predstava rozdéleni plazmatické membrany do specializovanych domén
vSeobecné akceptovana. Tyto domény se lisi svym tvarem, funkci a velikosti. Tohle rozdéleni
je pro buriku velice vyhodné, nebot umozriuje burikdm koordinovat a mistné oddélit velké

mnozstvi riznorodych procesu.

Kvasinky (Obr. 2) jsou jednobunécné organismy, vétsina z nich se fadi mezi vieckovytrusné
houby. Maji vyznamnou pozici zejména v potravinarském primyslu, at uz pti vyrobé
alkoholickych napoji nebo kynutého peciva.

Avsak jednu z nejdllezitéjsich roli prevzala kvasinka (Saccharomyces cerevisiae)

v molekularni biologii jakoZzto modelovy organismus pro studium eukaryotnich bunék. Je to
pravdépodobné nejvyuzivanéjsi modelovy organismus vibec. Didvodem pro to je jeji kratkd
generacni doba a s tim spojena snadnd a levna kultivace a celkova snadna manipulace s nimi

(Sherman, 2002).

Kvasinky fadime v rdmci Zivocisné fise k nizsim eukaryotiim, ale i navzdory tomu u nich
najdeme mnoho gen( a protein(, které sdileji s vyssimi eukaryoty, véetné ¢lovéka. Proto
bylo a je na kvasinkach provedeno mnoho genetickych a biochemickych experimenta jejichz
cilem je porozumét vyssim eukaryotim (Fujita et al., 2003). Velmi snadno se do nich vkladaji
geny a diky tomu, Ze dokdazou rUst jako haploidni buriky se ve vysledném fenotypu projevi

recesivni i dominantni mutace. MlzZeme proto snadno selektovat mutanty.



Obrazek 2 — Saccharomyces cerevisiae (Mellor, 2010)



2. Mikrodomény plazmatické membrany kvasinek

Glykosfingolipidy a proteinové receptory organizuji plazmatickou membranu do malych
kompartmentl nazyvanych membranové domény. Jedna se o dynamické struktury
obohacené o steroly a sfingolipidy nachazejici se u vétSiny eukaryot (Malinska et al., 2003). U
kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) jsou nejlépe popsany tfi membranové domény (Obr. 3)
a témi jsou membranovy kompartment argininové permedazy Canl (MCC), membranovy
kompartment H*-ATP4zy Pmal (MCP) a membranovy kompartment Tor komplexu 2 (MCT).
Na zakladé lokalizace Can1-GFP a Pmal-GFP konfokalnim mikroskopem byla velikost MCC
odhadovana na 300 nm (Malinska et al., 2003), coz bylo pozdéji prokdzano prostfednictvim

elektronové mikroskopie (Stradalova et al., 2009).

MCP Mcc MCP mCT

ij]ﬂ:[j:gg%;\_: ] = |

Obrazek 3 — mikrodomény u kvasinek (PM — plazmatickd membrana, bilé pruhy — Pmal,

hvézdic¢ky — eisosomy, ¢erné pruhy - Can1) (Bartlett and Kim, 2014)

A) MCC/eisosom

Mezi nejlépe prostudovany kompartment u kvasinek patfi membranovy kompartment Canl
(MCC) (Obr. 4), ktery je na vnitini strané plazmatické membrany stabilizovany proteinovym
komplexem zvanym eisosomom (Stradalova et al., 2009). To dava této mikrodoméné typicky
tvar Zlabku, ktery je 300 nm dlouhy a 50 nm hluboky. Tyto mikrodomény jsou v plazmatické
membrané burky orientované nahodné a rovnomeérné rozlozené, je jich cca 50-100 na
buriku. Zabiraji pFiblizné 10 % povrchu plazmatické membrany (Malinska et al., 2003). ZIabky
najdeme témér u vsech hub, fas a lisejnik( (Stradalova et al., 2009; Lee et al., 2015).

V literature se termin MCC pouziva k popisu oblasti plazmatické membrany s integralnimi

proteiny, zatimco pojem eisosom se vyuziva k oznaceni subkortikalniho proteinového
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komplexu. Ale vzhledem k tomu, Ze jejich funkce jsou na sobé navzajem zavislé, tak se

termin MCC/eisosom pouziva k popisu celé domény (Athanasopoulos et al., 2019).

Jadrem MCC domény jsou integralni membranové tetraspan proteiny Sur7 a Ncel102 (Young
et al., 2002; Frohlich et al., 2009). Také se zde za absence jejich substratl akumuluji
transportéry Zivin, napf. Canl, Tat2, Furd, Mup1l. Tato akumulace je podminénd pfitomnosti
Ncel02 v MCC (Loibl et al. 2010). Na zakladé lokdaIni akumulace barviva filipin v MCC je tato

doména povaZzovana za bohatou na ergosterol (Grossmann et al., 2007).

Eisosomy jsou cytoplazmatické proteinové komplexy, které jsou tvorené zejména proteiny
Pill a Lsp1 (Walther et al., 2006), které obsahuji BAR (Bin/amphiphysin/Rvs) domény

s typickym zakfivenim. Kazda burika obsahuje pfiblizné 10° kopii Pil1 a Lsp1. Navzdory tomu,
Ze si jsou velmi podobny jak stavbou, tak jejich zastoupenim, kazdy z nich vykondva jinou
funkci.

Mezi dal$i vyznamné proteiny nachazejici se v eisosomech patfi Eis1, Seg1/Ymr086w, SIm1 a
SIm2 a proteinové kinazy Pkh1 a Pkh2 (Douglas and Konopka, 2014).

Vazba proteint Pill a Lsp1 na PIP2 v plazmatické membrané indukuje jeji zakfiveni (Karotki
et al., 2011). Vazba Pill a Lsp1 na plazmatickou membranu je regulovana fosforylaci téchto
proteind prostrednictvim proteinovych kinaz Pkh1 a Pkh2 (Physiology and genetics, 2018;
Luo et al., 2008).

Pokud dojde k deleci Pil1, tak se velka ¢ast Lsp1 nepfipoji k plazmatické membrané a zlistane
v cytoplazmé (Walther et al., 2006), coZ ma za nasledek mnoho zmén ve strukture
membrany. Oproti tomu pfi deleci Lspl k Zadnym vyraznym zménam nedojde (Olivera-Couto

et al.,, 2011).

Eisosomy jsou strukturalné a fyziologicky v tésném spojeni s MCC. Jsou to velké nepohyblivé
komplexy, jejichz presna funkce stale vyvolava mnoho otazek (Bartlett and Kim, 2014).
Stejné jako v pripadé MCC jsou i eisosomy velmi stabilni komplexy. Plvodné se
predpokladalo, Ze to je tim, Ze jsou propojeny s bunéénou sténou, ale zadné dalsi studie toto
tvrzeni nedokdzaly potvrdit. Stabilita v eisosomadlnich komplexech je ddna spiSe vzajemnou
interakci jejich proteinl a pripadné mutace v nich ovliviuji strukturu samotného eisosomu

(Douglas and Konopka, 2014).
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Nejprve se predpokladalo, Ze eisosomy jsou mista, kde probiha endocytdéza (Walther et al.,
2006), ale pozdéjsi experimenty tuto domnénku vyvratily. Zjistilo se totiz, Ze endocytdza
probiha primarné v MCP. Jedna z hlavnich funkci eisosomu je jejich odpovéd na fadu
stresor( jako je naptiklad naruseni plazmatické membrany, oxidace nebo nedostatek Zivin.
Objev protonovych symportért pro tryptofan, uracil a arginin lokalizovanych v MCC/eisosom
vede ke spekulaci, Ze MCC/eisosom komplex se miZe podilet na organizaci proteind

s podobnym tokem protond (Malinska et al., 2003; Malinska et al., 2004).

Za bazélnich podminek jsou v MCC/eisosomu lokalizovany také SIm proteiny, u kterych se
predpoklada téz vyskyt urcitého typu BAR domény (Olivera-Couto et al., 2011; Berchtold et
al., 2012). Béhem lipidového stresu zptisobeného napfiklad inhibici syntézy sfingolipid(i
dojde k migraci Nce102 z MCC (Frohlich et al 2009, Zahumensky et al 2022). Timto dojde

k rozpadu eisosomu a destabilizaci celé mikrodomény. V dlsledku toho se uvolni také SIm
proteiny, které nasledné volné difunduji a mohou tak fyzicky interagovat s TORC2, ¢imz tento
komplex aktivuji. Interakce mezi SIm1/2 a TORC2 vede k jejich fosforylaci a tim usnadni
pripojeni serin/threonin kinaz Ypk1/2 na TORC2. Ypk1/2 néasledné aktivuji syntézu
sfingolipidU. (Niles et al., 2012). Nedavno bylo navrZeno, Ze nejenom SIm proteiny, ale i

Ncel102 by mohl napomahat aktivaci TORC2 komplexu (Garcia-Marques at al., 2016).

Pkh1/2

Pkc1 - Cell wall integrity
Ypk1 - Lipid Flipases
Sch9 - P-bodies

Obrazek 4 — Organizace MCC komplexu (Douglas et al., 2011)
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B) MCP

MCP doména obsahuje H*-ATPazu Pmal, coz je nejvice zastoupeny enzym v plazmatické
membrané hub. Jedna se o 100kDa velky polypeptid, ktery je ukotveny v membrané 10
hydrofobnimi a-helixy (Auer et al., 1998). Pmal patfi spolecné s MCC proteinem Sur7 mezi
dlouhovéké membranové proteiny. BEhem experimentu vydrzely tyto proteiny v materské

bunice 7-8 bunécénych déleni (Thayer et al., 2014).

Pomoci tohoto enzymu se dostdvaji H* ven z buriky a vznika tak elektrochemicky gradient,
ktery Fidi aktivni pfijem Zivin a anorganickych iontl napfi¢ plazmatickou membranou (Wolf
et al., 2012). S objevem Pmal, ktery se podili na vzniku protonového gradientu v plazmatické
membrané a Canl, ktery ho vyuzivd, vyvstala otdzka, zda se nachazeji ve stejné membranové
mikrodoméné. Bylo ale ukdzano, Ze oba dva se nachazeji v odliSnych neprekryvajicich se
doméndch (Malinskd et al., 2003). Na zakladé pozorovani konfokalnim mikroskopem se
predpokladalo, Ze MCP se jevi jako rozsahla sit, ale elektronova mikroskopie ukazala, Ze se

jedna o jednotlivé hexamerni struktury (Zhao et al., 2021; Malinsky a Opekarova, 2016).

Pro¢ dochdzi k segregaci Pmal do konkrétni domény misto toho, aby byl rovhomérné

distribuovan neni znamo, ale bylo dokazano, Ze pokud se pokusime uméle vloZit napfiklad
Canl do MCP, tak aktivita Can1 bude znac¢né zpomalena, coZ naznacuje dllezZitost sloZzeni
lipidového okoli pro spravnou aktivitu protein( (Spira et al., 2012). MCC je povaZovany za

bohaty na ergosterol, zatimco MCP na sfingolipidy.

MCP je stabilni v ¢ase a bylo ukazano, Ze udrzovani MCP neni pfimo ovlivnéno aktinovym
cytoskeletem a mikrotubuly (Malinska et al., 2004). Navzdory rozmanitému a neustdle se
ménicimu extracelularnimu prostredi si houby udrzuji pomérné konstantni hodnotu
intracelularniho pH. Pmal patfi spole¢né s V-ATPazou k faktoridm, které se podileji na

udrzovani tohoto vnitifniho prostfedi (Kane, 2016).
C) MCT

Béhem rlstu a déleni bunék je potreba koordinovat mnoho fyziologickych procest. Na této
regulaci se vyznamné podili tzv. TOR kinaza. Jedna se o konzervovanou serin/threonin
kindzu, ktera je dnes znama témér u vSech eukaryotickych organismu a je cilem inhibitoru

proliferace nazyvanym rapamycin (De Virgilio and Loewith, 2006).

13



TOR se nachazi ve dvou odlisSnych multiproteinovych komplexech: vakuolarni TORC1 a TORC2
v plazmatické membrané. U savcl nazyvanych mTORC1 a mTORC2 (Inoki et al., 2005).
Komplexy TOR jsou konzervované v eukaryotech s nékolika vyjimkami u nékterych parazitl a
prekvapivé se TORC2 témér viibec nevyskytuje u rostlin (Rexin et al., 2015).

TORC2 je soucasti dalsi dulezité mikrodomény plazmatické membrany MCT (membranovy
kompartment TOR2 komplexu). TORC2 se skladd z Tor2 kinazy a Lst8 a proteinovych
podjednotek Avol, Avo2 a Avo3 a Bit61 (Loewith et al., 2002).

Avo3 obsahuje tzv. armadillo (ARM) doménu, kterd ma tvar a-helixu. Proteiny obsahujici
ARM domény vazou velké substraty, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny (Javadi and
Itzhaki, 2013). Avo3 je nutné pro strukturalni integritu TORC2 (Wullschleger et al., 2005).
Avo3 je tedy jddrem tohoto komplexu. Vazba TORC2 komplexu na plazmatickou membranu
je zabezpecenad proteinem Avol, ktery obsahuje PH doménu, kterd vaze Ypk2p (Pan D and
Matsuura Y, 2012).

Podili se zejména na fizeni bunééné polarity, polymerizaci aktinu a endocytéze (Loewith et
al., 2002).

TORC2 je klicovym pfi syntéze lipid( (Gaubitz et al., 2015) a celkové pro fyziologii bunky.
Dokazuje to to, Ze nékolik sloZzek tohoto komplexu (Lst8, Avol, Avo3 a Tor2) jsou nezbytné
pro zivotaschopnost kvasinek. Delece Tor2 je pro buriky letalni, dojde k zastaveni v G1 fazi
mitdzy, burika nemUZe prejit do S faze a je nucena prejit do stacionarni Go faze (Barbet et al.,
1996).

U kvasinek je hlavnim substratem TORC2 AGC kinaza Ypk1, jeji nadprodukce potlacuje
vSechny zndmé fenotypy spojené se ztratou aktivity TORC2, véetné letality, ktera vznika

absenci zakladnich sloZzek tohoto komplexu (Niles et al., 2012).

Tato doména na rozdil od MCC a MCP neni stabilni v ¢ase a je pohybliva. V asové Skale
nékolika vtefin neustale mizi a znovu se objevuje. Dochazi k jejimu déleni, spojovani a
celkovému pohybu v membrané (Berchtold and Walther, 2009). MCT sice sousedi

s eisosomy, ale nikdy se s nimi nepfekryva. Jak uz bylo fe¢eno vyse eisosomy se podileji na
aktivaci TORC2 prostrednictvim SiIm1 a SIm2 proteina.

TORC2 ma funkéni analog na vakuoldrni membrané zvany TORC1. TORC1 je spojen

s vakuolarni membranou prostfednictvim interakce s proteinem Gtr2, podjednotkou GTPazy

stimulujici TORC1. Funkci TORC1 je regulace bunécného cyklu v zavislosti na dostupnosti
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Zivin. Existuje mnoho podobnosti mezi lokalizaci Nce102 v plazmatické membrané a ve
vakuolarni membrané. V obou najdeme Ncel02 v oblastech bohatych na ergosterol. JelikoZ
byla dokazana souvislost mezi Nce102 a TORC2, tak se da predpokladat, ze by podobnd
souhra mohla existovat také na vakuolarni membrané, mezi Nce102 a TORC1 (Vaskovicova
et al., 2020).

Jak TORC1 a TORC2 ziskaly odlisné funkce neni znamo, také neni znamo jak presné burika
reguluje to, Ze nedochazi ke zkfizeni signdall z jejich identickych kinaz (Berchtold and

Walther, 2009).
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3. Dynamika Ncel02 a Sur7 v plazmatické membrané kvasinek

A) Sur7

Jednou z rodin membranovych tetraspan proteind v MCC je Sur7 a paralogni proteiny
Fmp45, Punl a Ynl194c. Je to jeden z nejstabilnéjsich proteint u kvasinek. Je v membrané od

doby, kdy burika vypuci az do jeji smrti (Thayer et al., 2014).

Béhem pozorovani fluorescenéné znaceného Sur7 se zjistilo, Ze se tento protein lokalizuje do
mikrodomén, konkrétné MCC (Young et al., 2002; Malinska et al., 2003) a setrvava zde i za
absence membranového potencidlu (Grossmann et al., 2007). Jedna se o supresor mutaci v
Rvs161 a Rvs167 proteinech, coz jsou proteiny uplatiujici se v polarizaci aktinu, endocytdze

a fuzi bunék (Young et al., 2002).

U Saccharomyces cerevisae Sur7p rodina zahrnuje 3 integralni proteiny (Sur7, Ynl194 a
YdI222). Kazdy z nich ma vlastni signalni sekvenci a tfi transmembranové helixy (Young et al.,
2002). U C. Albicans bylo prokdzano, ze mutaci v tomto genu dojde k naruseni mnozstvi
sfingolipidd a k celkovému naruseni osmotické rovnovahy buriky a dalsim defektiim

v nékterych bunéénych procesech jako napfiklad sporulaci (Douglas et al., 2012).

Dale bylo zjisténo, ze v C. albicans Sur7 hraje roli napfiklad v regulaci polarizace aktinu,
morfogenezi, syntéze bunécné stény a predevsim v odpovédi na stresové faktory. Jeho
nepritomnost vede k hrubsi, ale slabsi bunécné sténé. Sur7 ma omezenou mobilitu a ta neni

zavisla na aktinu, mikrotubulech ani bunécné sténé (Alvarez et al., 2009).

C. albicans je celkové zajimavy organismus pro analyzu funkce plazmatické membrany,
zejména pro pochopeni mechanism( bézné pouzivanych antifungalinich 1ékd (Odds et al.,
2003). C. albicans, kterym chybél Sur7 se ukazaly jako mnohem nachylnéjsi k napadeni
makrofagy a ukazaly vyrazné snizenou virulenci oproti burikdm, které obsahovaly Sur7. Tudiz
Sur7 a dalsi MCC komponenty predstavuji pole pro budouci vyzkum v boji proti infekcim

(Douglas et al., 2012).
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B) Ncel02

Ncel02 je membranovy tetraspan protein, ktery je dlleZitou slozkou MCC/eisosom
mikrodomény a bylo prokazano, Ze jeho pfitomnost hraje vyznamnou roli v udrZovani jeji
stability. Absence Ncel02 vede k celkovému poklesu poctu eisosom(l v plazmatické
membrané buriky (Frohlich et al., 2009). Bylo ukdzano, Ze jeho C-konec je nezbytnou soucasti
pro lokalizaci Nce102 do MCC a pro tvorbu ryhovitych invaginaci na povrchu plazmatické

membrany (Loibl et al., 2010).

C. albicans bez Nce102 ma problém tvofit pravé hyfy a invadovat do agaru o nizké hustoté,
naopak do agaru s vysokou hustotou pronika velmi dobre, coZ neni u mutantt s narusenou
invazivitou bézné. Celkova virulence nce1024/A stejné jako sur7A/4, je vyrazné snizena

(Douglas et al., 2013).

Hraje dulezitou roli ve sfingolipidové signalizaci (Frohlich et al., 2009; Zahumensky et al.,
2022). Neni nezbytny pro syntézu sfingolipid(i, ale méni svou pozici v plazmatické membrané
v reakci na zmény jejich hladin. Se starnutim bunécéné kultury a narustem hladiny sfingolipidd
téZ migruje do mikrodomén vakuolarni membrany (Vaskovicova et al., 2020).

Ncel02 je distribuovan mezi dvé membranové domény, mezi MCC a zbytek plazmatické
membrany. Ncel02 negativné reguluje aktivitu Pkh kinaz, v pfitomnosti sfingolipid( blokuje
jejich funkce. Naopak pokud je syntéza sfingolipid( potlacena, tak Nce102 opousti MCC a tim
se dostdva pry¢ od Pkh kinaz a diky tomu ustava jejich inhibice (Frohlich et al., 2009;
Zahumensky et al., 2022).

To, Ze Nce102 opusti MCC vede k hyperfosforylaci Pill a tudiz tedy k rozpadnuti struktury
eisosomU (Frohlich et al., 2009). Tento proces vede k uvolnéni Sim1 a SIm2 proteind z MCC,
které aktivuji cil rapamycinového komplexu 2 (TORC2), neboli dlileZitého lipidového
biosyntetického regulatoru (Riggi et al., 2020) viz vyse. Bylo navrzeno, Zze Nce102 by mohl

primo interagovat s TORC2 a napomahat k jeho aktivaci (Garcia-Marquez, et al., 2006).

Ncel02 patii mezi proteiny obsahujici MARVEL (MAL and related proteins for vesicle
trafficking and membrane link) doménu. MARVEL doménu obsahujici proteiny se vyskytuji v
oblastech membrany bohatych na cholesterol, jako jsou tésné spoje. Jejich Uplné prfesna

funkce neni zndma, ale predpoklada se, Ze by se mohly podilet napfiklad na vzniku
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transportnich vackd v burice. Proteiny obsahujici MARVEL doménu se skladajici ze Ctyr
transmembranovych helix(, C a N konec maji orientovany dovnitf cytoplazmatické

membrany (Sanchez-Pulido et al., 2002).

C) Mikrodomény vyssich organismu analogické MCC/eisosom

S doménami MCC/eisosom jsou pribuzné mikrodomény savci plazmatické membrany zvané
kaveoly. Jednd se 0 50-100 nm prohlubeniny, které Jsou stabilizovany pomoci proteinu
kaveolin. Kaveolin a kaveoly jsou odolné vici vysokym koncentracim soli (Rothberg et al.,
1992) a poprvé byly kaveoly identifikovany v endotelidlnich burikach pred vice nez 60 lety
(Yamada, 1955).

Kaveoly nejsou pravidelné usporadany na bunécném povrchu. Nachdzeji se v blizkosti
aktinovych vldken (Rothberg et al., 1992). Maji podobné lipidové a proteinové slozeni jako
lipidové rafty a podileji se zejména na pfenosu membranovych vackt a homeostazi
cholesterolu (Ortegren et al., 2006). Vykazuji celkové zavislost na cholesterolu. Vystaveni
jejich membran cholesterol-vazajicim Iékim zpUsobilo vyhlazeni invaginaci na jejich povrchu
a nakonec doslo i k jejich rozpadu (Rothberg et al., 1992). Kromé prenaseni molekul pres
endotelialni buriky, k jejich funkcim dale patfi pfijimani malych molekul a sekvestrovani

signalnich molekul vdoménach plazmatické membrany (Couet et al., 1997).

Dalsi struktury, které slouzi jako analogy MCC u Zivocich(, jsou tésna spojeni (tight
junctions), které se nachdzeji v epitelech a slouzi jako bariéra difuze rozpusténych latek.
Jedna se o dynamické struktury zajistujici pfechod iontd a molekul. Jsou tvoreny specifickymi
proteiny nazyvanymi okludiny a klaudiny. Tyto proteiny jsou schopné interagovat s
komplementarnimi molekulami sousednich bunék a lateralné kopolymerovat, nebo-li ze
dvou a vice nizkomolekuldrnich latek tvofit latky makromolekuldrni (Gonzalez-Mariscal et al.,

2003).

18



4. Konfokalni fluorescencni mikroskopie

A) Konfokalni fluorescencni mikroskop

Principem fluorescence je absorpce fotonu molekulou chromoforu v zakladnim stavu, ¢imz
dojde k preneseni elektronu v elektronovém obalu do jedné z vyssich energetickych vrstev, a
tedy k prechodu molekuly do excitovaného stavu (Obr. 5). Elektron v tomto stavu zlistane
néjaky ¢as a poté se vrati na zakladni hladinu, pficemz dojde k uvolnéni energie v podobé
elektromagnetického zareni. Toto emitované svétlo md ve srovnani se svétlem, které bylo

absorbovano mensi energii (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012).

Ground state Excited state Ground state

Excitation

a

Emission

Obrazek 5 — princip fluorescence (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012)

Jako prvni se konfokdalni mikroskopii zabyval Marvin Minsky, ktery si konfokalni mikroskop

v roce 1957 nechal patentovat.

Nezdvisle na ném si v poloviné $edesatych let v tehdejsim Ceskoslovensku M. Petrar a M.
Hadravsky nechali patentovat laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop. Ale i pfesto se ve
védeckém odvétvi zacal vice vyuZivat az v 80. letech. V té dobé byl totiz na vzestupu
elektronovy mikroskop, ktery byl cenové mnohem |épe dostupny, jelikoz konfokalni

mikroskop vyZadoval laser s vysokou intenzitou (Merchant et al., 2005).

Konfokalni mikroskopie je mikroskopie jejichz vyhodou je vysoka rozliSovaci schopnost a
moznost dosazeni vy$siho kontrastu. DlleZitou vlastnosti je jeho schopnost potlaceni
neostrého signalu pochazejiciho z rovin pod a nad rovinou zaostfeni a moznost snimani
jednotlivych rovin (tzv. , optickych fez(“), které Ize posléze skladat a ziskat tak obraz

preparatu s trojrozmérnym rozliSenim.
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Jako zdroj svétla v konfokalnim mikroskopu slouzi laser, ktery pres bodovou konfokalni clonu
a nasledné objektiv osvétluje preparat. Tento objektiv poté sbira svétlo, které vzorek odrazil,
rozptylil nebo vyzafil (napfiklad fluorescenci). Po zpétném prichodu objektivem je svétlo
pomoci déli¢e paprskil lokalizovano pred fotonasobi¢ na dalsi konfokalni clonku, jez filtruje
signal pochazejici z rovin mimo rovinu zaostfeni. Nasledné svétlo dopada na detektor,

zpravidla fotonasobic (Plasek, 1995). (Obr. 6)

PRINCIP
KONFOKALN{HO
MIKROSKOPU

zdroj svétla (laser)

zrcadlova
bodova clona

detektor
napoieny
na fidici
potital
deélic
paprskd

konfokalni
bodové clona

objektiv

zaostiend rovina

sledovany objekt

Obrazek 6 — princip konfokalniho mikroskopu, zdroj: wikispripta.eu/w/konfokalni_mikroskop

B) Zeleny fluorescencni protein (GFP)

Zeleny fluorescencni protein (GFP, z anglického green fluorescent protein) je protein, ktery
pod ultrafialovym svétlem vydava zelené fluorescencni zareni. Poprvé ho izoloval Osamu

Shimomura z morské meduzy Aequorea victoria roku 1962 (Shimomura et al., 1962).

GFP je velmi stabilni protein skladajici se z 238 aminokyselin. Tvofi tzv. 8-barel, ktery je
tvoren 11 B-skladanymi listy obtoc¢enymi kolem jednoho centralniho helixu (Ormo et al.,

1996). (Obr. 7)

Z 238 aminokyselin se 3 z nich podileji na tvorbé struktury chromoforu, ktery ma dvé

excita¢ni maxima — 395 nm (hlavni) a 475 nm (vedlejsi). Po excitaci tento chromofor
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vyzaruje viditelné zelené fluorescencni zareni v okoli 509 nm. GFP interaguje uvnitf meduzy

s dal$im proteinem zvanym aequorin, ktery vyzafuje modré zareni pfi interakci s vapnikem.

V bunécné biologii je vyuzivan jako tzv. marker protein. Za vyuziti DNA rekombinacniho
aparatu bunky se GFP gen vloZi za gen kddujici protein zajmu a tyto geny se nasledné
exprimuji jako jediny, tzv. fuzni, protein. To nasledné umoznuje studium lokalizace
konkrétniho proteinu a jeho dynamiku pfimo v Zivé burice (‘Zou, Yawen, “Green Fluorescent

Protein”. Embryo Project Encyclopedia (2014-06-11)’, n.d.).

Obrazek 7 - struktura GFP proteinu, zdroj: https://alphafold.com/entry/P42212

C) Obnova fluorescence po fotovybéleni (FRAP)

Metoda FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching) se vyuziva ke studiu mobility
proteinl v Zivych burkach. Byla vynalezena v roce 1970. Nejdfive nasla vyuziti v pozorovani
difuze v bunéénych membrandach pouzivanim fluorescencnich barviv, nasledné s rozvojem
konfokalni mikroskopie i v cytosolu. Dnes se jednd o jednu z nejpouzivanéjsich metod

mikroskopie napfic biologii (Sprague and McNally, 2005).

Metoda FRAP je vyuzitelnd pro studium dynamiky molekul a protein(, rychlosti jejich

vymeény a propojeni mezi jednotlivymi bunéénymi kompartmenty. Jeji principem je, ze
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pulsem laserového zareni vysoké intenzity se cilené vybéli fluorescencni protein, napf. GFP, v
konkrétni oblasti Zivé buriky. Fotovybéleni ve vétsiné molekul fluorochromu vyZaduje
prechod do excitovaného stavu a pfitomnost molekularniho kysliku. Vysoka intenzita svétla a
molekuldrni kyslik zplsobi nevratné poskozeni molekul fluorochromu a tyto molekuly uz
nejsou schopny fluorescence. Nasledné se v ¢ase sleduje postupna obnova fluorescence

v této oblasti (Obr. 8). JelikozZ je fotobéleni nevratny proces, znamend obnova fluorescence

difuzi molekul z okoli (Soumpasis, 1983).

Molekuly podilejici se na vymeéné predstavuji tzv. mobilni frakci (Ym), zatimco ta ¢ast
molekul, které se na vyméné podilet nemuze je nazyvana imobilni frakce (If). FRAP ndm
umoznuje nahled na vlastnosti a interakce ve vnitrobunécném prostredi bunky.(Ishikawa-

Ankerhold et al., 2012).

Ucelem experiment( je analyza snimka ziskanych z konfokalniho mikroskopu a nasledné
vytvoreni grafu, ktery zobrazi zmény intenzity fluorescence v ¢ase v odbarvenych oblastech
pozorovanych bunék. Z tohoto grafu se da poté vypocitat mobilni a imobilni frakce na
zakladé pomér( mezi poc¢atecnim a koncovym stavem intenzity fluorescence, a téz rychlost

obnovy fluorescence (Ishikawa-Ankerhold et al., 2012).
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0 10 20 30 40 50 60 210 220230 0 50 100 150 200 250
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Obrazek 8 — obnoveni fluorescence po vybéleni (Chapman et al., 2008)
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5. Vlastni experiment

V nasledujicim experimentu byly pouzity kvasinky S. cerevisiae, které byly péstovany po dobu

24 hodin.

Kmen: Y240 (BY4742; NCE102::GFP::URA3; GFP byl do BY4742 vnesen pomoci plasmidu
YIp211; (Vaskovicova et al., 2020))

Po kratké centrifugaci (2 min pfi 2000g) bylo 1 pl bunécné suspenze imobilizovano na 0.17
mm krycim sklicku tenkou vrstvou 1% agardzy pfipravené v 50mM roztoku

hydrogenfosfore¢nanu draselného.

K praci byl vyuzit rastrovaci konfokalni mikroskop Zeiss LSM 880 vybaven 100x
PlanApochromat imerznim objektivem s numerickou aperturou (NA) = 1.4.
Fluorescencni signdl GFP byl excitovan argonovym laserem o vinové délce 488 nm a
detekovan pomoci 500-545 nm emisniho filtru.

Snimky byly analyzovany pomoci softwaru Fiji (Imagel) a graf obnovy fluorescence byl

vytvoreny pomoci Graphpad Prism 9.

Cilem této prdce bylo prostfednictvim metody FRAP dokazat, Ze navzdory tomu, Ze
MCC/eisosom je stabilni mikrodoména, tak zde dochazi k urcité vyméné komponent.
Zaméfrili jsme se konkrétné na protein Ncel02. V experimentu byla nase hypotéza dokazana,

jelikoz doslo k vyméné molekul Nce102 v mikrodoméné.

— MCC
- — PM

i

0.0 | I |

| 1
0 1000 2000 3000 4000
t[s]

Fluorescence (relativni jednotka)
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Graf 1 — obnova fluorescence v sekundach po fotovybéleni. Byly snimany v ¢ase tangencialni
optické fezy bunék S.cerevisae exprimujicich NCE102-GFP. Na vybéleni v ¢ase t=0s byl pouzit
argonovy laser o vinové délce 488nm a intenzité 100 %. Nasledné byla fluorescence snimana
po 10 sekunddch a po 10 minutach v intervale 60 sekund. Pro MCC i plazmatickou
membranu (PM) bylo vybrano pro kazdy z nich 5 oblasti. Korekce lateralnich pohyb( a
odecet intenzit jednotlivych oblasti byl provede pomoci software Imagel. Po odectu pozadi a
korekci na bileni byla provedena normalizace na stav pred bélicim pulsem. Ziskané hodnoty
jsou vynesené v grafu jako stfedni hodnota se smérodatnou odchylkou. Graf je reprezatitivni

ze 3 nezavislych experimenta.

3 ns
15— .. 8x10-3 -
6x103- _I_
1.0-
= = X 4x10°- %
>
0.5+ 2x10-3
-+~
0.0 | | 0 | I
MCC PM

MCC PM

Graf 2 a 3 — levy graf ukazuje, Ze mira obnovy fluorescence (odpovidajici mobilni frakci Ym)
v plazmatické membrané (PM) byla 100 % a v mikrodoméné cca 35 %, pravy graf ukazuje
rychlostni konstantu k a popisuje, jak dlouho trva, nez nastane rovnovaha po vybéleni. Tato
rychlost byla srovnatelna v obou oblastech. Pro uréeni signifikace jsme pouzili parovy t-test,

2 hvézdicky jsou pro p mensi nez 0.01, ns znamena nesignifikantni.
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6. Zaver

O plazmatické membrdané toho dnes uz spoustu vime. Je nezbytna pro Zivotaschopnost
bunky, protozZe se podili na fadé dualezitych proces(, zejména na oddéleni intracelularniho
prostiredi buriky od jejiho okoli. Jeji povrch je organizovany do malych kompartmenta
nazyvanych membranové domény. Nejlépe prozkoumané domény u kvasinek jsou MCC,
MCP a MCT. Navzdory ale spousté experimentd, i tak spousta kompartmentd stale nema
presné definovanou funkci. Je vSak ale jasné, Ze jejich studium nam otevira spoustu

potenciadlnich odpovédi zejména ve vyvoji v oblasti léCiv.

MCC/eisosom komplex obsahuje nékolik tetraspan protein(. Sur7 a Nce102 jsou
nejvyznamnéjsi z nich. U Sur7 se ocekdva hlavné strukturni funkce vzhledem k jeho
interakcim s aktinem a celkové naruseni bunééné morfologie pfi jeho absenci napftiklad u C.
albicans. U Ncel102 se naopak predpokladd, ze ma zejména regulaéni funkci, jelikoz jeho
absence v membrdnovych doméndach narusuje fadu fyziologickych procesa v burice, zejména
se podili na stabilité MCC komplexu a téZ ma vliv na Pkh kinazy, které hraji dllezitou roli

v sfingolipidové signalizaci. Avsak jejich prfesnad struktura a fada dalSich funkci je také stale

neznama.

Jelikoz nebyly klasickymi metodami konfokalni mikroskopie v ¢ase pozorovany zmény ve
stavbé MCC/eisosomu za bazalnich podminek, je tato mikrodoména povazovana za stabilni.
Je vsak zcela opravnéné predpokladat, zZe k urcité vyméné jejich komponent v ¢ase dochazi.
Tato hypotéza byla v ramci bakalarské prace potvrzena metodou FRAP pro protein MCC, kde
jsme zjistili, Ze cca 40 % populace Ncel102 v MCC je mobilni. Naproti tomu, v okoli té
plazmatické membrdany je mobilni vSechen Nce102. Tento vysledek ukazuje, Ze abychom byli
schopni kompletné popsat a pochopit mikrodoménové sloZeni plazmatické membrany, je
nutno uvaZovat nejenom ustaleny stav mikrodomén, ale taky vyménu jejich komponent, ke

kterym dochazi neustale.
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