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Abstrakt

Membranova kontaktni mista jsou mikrodomény organelovych membran drzené
vazebnymi proteiny vtésné blizkosti. Tento blizky kontakt umoznuje komunikaci organel
transportem metabolitd &i signalizaci, navic se membranova kontaktni mista podileji na
biogenezi, dédicnosti Ci autofagii organel. Tato prace se zabyva charakterizaci kontaktnich mist,
prevazné peroxisomu, v kvasince Saccharomyces cerevisiae. Dale se zaméfuje na vazebné
proteiny, na jimi tvofené komplexy a také na celkovy vyznam a funkci kontaktnich mist peroxisomu
s endoplazmatickym retikulem, plazmatickou membranou, mitochondrii, lipidovymi kapkami

a vakuolou.

Klicova slova: membranova kontaktni mista, Saccharomyces cerevisiae, peroxisom,

endoplazmatické retikulum, plazmatickd membrana, mitochondrie, lipidové kapky, vakuola, Pex3

Abstract

Membrane contact sites are organelle microdomains tethered in an immediate proximity
by tether proteins. This proximity of tethered organelles enables interorganelle communication
such as transport of metabolites and signhalization. On top of that membrane contact sites
facilitate organelle biogenesis, inheritance or autophagy. This review focuses on the
characterization of membrane contact sites especially those of peroxisomes in the yeast model
Saccharomyces cerevisiae. Tether proteins and the complexes they form, the overall importance
and function of the peroxisome contact sites with endoplasmatic reticulum, plasmatic

membrane, mitochondria, lipid droplets and vacuole will be discussed.

Keywords: membrane contact sites, Saccharomyces cerevisiae, peroxisome, endoplasmatic

reticulum, plasmatic membrane, mitochondria, lipid droplets, vacuole, Pex3
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1 Seznam zkratek

Acetyl-CoA - acetyl-koenzym A

AMK - aminokyselina/y

BiFC - bimolekularni fluorescenéni komplementace

cER - kortikalni endoplazmatickeé retikulum

DAG - diacylglycerol

ER - endoplazmatickeé retikulum

ERMES - membranové kontaktni misto mitochondrie a endoplazmatického retikula
FM —fluorescencéni mikroskopie

GA - Golgiho aparat

LDs - lipidové kapky

MCSs - membranova kontaktni mista

MECA - membranové kontaktni misto mitochondrie, endoplazmatického retikula a plazmatické
membrany

PA - kyselina fosfatidova

PC - fosfatidylcholin

PDH komplex — pyruvatdehydrogenazovy komplex

PE —fosfatidylethanolamin

pPER - peroxisomalni endoplazmatickeé retikulum

PerMit — membranové kontaktni misto peroxisomu a mitochondrie
PerVale - membranové kontaktni misto peroxisomu a vakuoly

Pl - fosfatidylinositol

PI(4)P - fosfatidylinositol 4-fosfat

Pl(4,5)P2 - fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat

PM - plazmaticka membrana

PMPs - peroxisomalni membranové proteiny

PPVs - preperoxisomalni vacky

SE - sterolové estery

TAG —triacylglycerol

TCA cyklus - citratovy cyklus

VAPCONS - membranové kontaktni misto peroxisomu a vakuoly

VMK -volné mastné kyseliny



2 Uvod

Membranova kontaktni mista (MCSs) kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou
mikrodomény membran, ve kterych jsou membrany dvou nebo vice organel vazané
v bezprostredni blizkosti. Jsou od sebe vzdalené vrozmezi 10-80 nm, v literatuie se vétSinou udava
vzdalenost 30 nm (Helle et al., 2013; Scorrano et al., 2019). Kontaktni mista mohou byt tvofena
jak organelami s dvojvrstevnou membranou, takiorganelami s jednou lipidovou vrstvou, jako jsou
napfiklad lipidové kapky (LDs) (Helle et al., 2013).

Vzajemnou asociaci membran zajisStuji tzv. tether proteiny, coz jsou vazebné proteiny
tvorici komplexy, které poji dané organely k sobé. Tyto vazebné struktury drzi membrany pomoci
protein-protein interakci Ci protein-lipid interakci napf. u LDs. Tim tvofi MCSs a udrZuji je
v pfechodném, dynamickém nebo stabilnim stavu. Membrany v mistech kontaktu nefdzuji (Helle
et al.,, 2013; Scorrano et al., 2019). Vyjimkou jsou vSak kontakty peroxisomu a LDs, kde
membranové vybézky peroxisomu penetruji membrany LDs a zasahuji do jejich jadra (Binns et al.,
2006; Kalutski et al., 2022). Soucasné studie prokazuji, ze kazda membranova organela tvofi
kontaktni misto s minimalné jednou, vétSinou s vice membranovymi organelami (Kakimoto et al.,
2018; Shai et al., 2018; Valm et al., 2017).

Diky kompartmentaci metabolickych déj do organel, ve kterych probihaji specifické
biochemické reakce za specifickych podminek, vzesla potfeba komunikacni sitg, ktera distribuuje
metabolity a informace. Tato sit, kterou mimo jiné pfedstavuji pravé MCSs, zajiStuje koordinaci
metabolismu a jeho efektivitu ve formé sdileni intermediatd (Helle et al.2013; Prinz et al., 2020).
Za centralni uzel této rozvétvené sité je povazovano ER, a to diky nejvétSimu mnozstvi navazanych
kontaktl (Helle et al., 2013; Valm et al., 2017).

MCSs maji mnoho funkci, mezi né patfi napft. vapnikova signalizace, lipidova homeostaza,
autofagie mitochondrie a peroxisomu, biogeneze peroxisomu a LDs, stresova odpovéd,
membranovy transport a dédi¢nost organel (Binns et al., 2006; Bisinski et al., 2022; Bockler and
Westermann, 2014; David et al., 2013; Hariri et al., 2018; Hulmes et al., 2020; Kawano et al., 2018;
Kornmann et al., 2011; Liu et al., 2018; Wang et al., 2018).

Vzhledem k rozsahu prace se tato reSerSe bude zabyvat hlavné membranovymi misty, které
navazuje peroxisom, tedy kontaktnimi misty peroxisomu s endoplazmatickym retikulem (ER),
plazmatickou membranou (PM), LDs, mitochondrii a vakuolou. Budou vSak zminéna i kontaktni
mista, ktera uzce souvisi s témi peroxisomalnimi, konkrétné MCSs ER a mitochondrie ERMES;
MCSs mezi ER a LDs a MCSs tvorené ER, PM a mitochondrii.

Peroxisom také tvofi kontakt s Golgiho aparatem (GA). AvSak tato asociace membrany

peroxisomu a membrany cisterny GA je velice dynamickd, vzdcna a metabolicky regulovana.



Predpoklada se, Ze je to pravé kvlli obratu cisteren GA. Tato nedavno popsana MCSs dostala
oznaceni GoPo. Diky teprve nedavnému objevu existence téchto MCSs a jejich samotnému
charakteru nebyla tato MCSs zatim podrobné popsana. Tento nedostatek informaci otevira

moznost navazujicimu vyzkumu (Castro et al., 2022).



3 MCSs peroxisomu a ER

Peroxisom je dynamicka a konzervovana jednomembranova organela eukaryotickych
bunék, jejiz hlavni funkce spociva v signalizaci, homeostaze redoxnich déjl, transferu metabolit(
a hlavné v lipidovém metabolismu, protoze  B-oxidace mastnych  kyselin
v kvasince Saccharomyces cerevisiae probiha v peroxisomech (Farré et al., 2019; Joshi, 2021;
Marchesini and Poirier, 2003). S. cerevisiae je také pfihodnym modelem pro studii peroxisomd,
jelikoz pfi rGstu na proliferaénim médiu, bohatém na kyselinu olejovou, tato kvasinka tvofi mnoho
velkych peroxisomu (Hiltunen et al., 2003). Peroxisomy vznikaji de novo z ER nebo délenim jiz
existujicich peroxisom(, tedy modelem growth and division, ktery v burikdch kvasinky pfevazuje
(Motley and Hettema, 2007; Hoepfner et al., 2005; Mast et al., 2016).

MCSs mezi peroxisomem a ER zajiStuji transport protein a membranovych lipid{
potfebnych pro biogenezi, jelikoz peroxisomy neobsahuji potfebné enzymy na jejich syntézu. Tyto
MCSs dale zajistuji déleni, sestaveni a dédi¢nost peroxisomu (Ferreira and Carvalho, 2021; Joshi
et al., 2016). Biogeneze peroxisomU a jejich asociace s ER je fizena proteiny ze skupiny peroxind,

kédovanymi PEX geny (Distel et al., 1996).

3.1 Biogeneze peroxisomu

Nehledé na zplsob vzniku peroxisomu musi byt matrixové proteiny, peroxisomalni
membranové proteiny (PMPs) a lipidy z mist syntézy transportovany do nové vznikajiciho
peroxisomu (Jansen and van der Klei, 2019).

Do peroxisomu jsou lipidy transportovany jak nevezikularnim, tak vezikularnim zplisobem,
avSak pomeér, jakym se tyto mechanismy podileji na celkovém transportu lipidd, neni dosud
znamy stejné jako jejich mechanismus a regulace (Jansen and van de Klei, 2019; Raychaudhuri
and Prinz et al., 2008). Predpoklada se, Ze nevezikularni transport lipida by mohl pfedstavovat
dostatec¢ny zdroj lipid0 pro rlist a déleni peroxisom a umoznovat rychlou regulaci mnozZstvi
a slozeni lipidd v membranach. Neni pfesné znamo, jak tento transport funguje, ale nejspis je
potfeba, aby doslo k pfiblizeni obou membran ¢&i dokonce vytvoreni kontaktu. Vezikularni
transport, ktery predstavuje druhy zplsob transportu lipidd do peroxisomu, pravdépodobné
slouzi spiSe k prenosu nékterych integralnich membranovych proteinll do peroxisom(
(Raychaudhuri and Prinz et al., 2008).

PMPs rozdélujeme do dvou tfid podle zplsobu transportu. Pfimé tfidéni PMPs tfidy 1
do peroxisomu zajiStuje cytosolicky receptor (chaperon) Pex19 a peroxisomalni membranovy
protein Pex3 (Obr. 1A). Pex19 navaze nové translatované PMPs a donese je k membrané

peroxisomu, kde nésledné vaze Pex3, ktery funguje jako docking faktor a zaclefiuje nové PMPs



do membrany peroxisomu zatim neznamym zptsobem (Jansen and van der Klei, 2019; Jones et
al., 2004). Nepfimé tfidéni PMPs tfidy 2 (napf. Pex3) do peroxisomu probiha vloZzenim PMPs
nejprve do membrany ER pfes Sec61 a Get3 transporterové komplexy (Obr. 1B). PMPs se nasledné
shromazduji do subdomeén oznacovanych peroxisomalni ER (pER), odkud poté puci vezikuly, které
fazuji s jiz existujicimi peroxisomy, nebo samy maturuji do peroxisomu (Fakieh et al., 2013; Tam et
al., 2005; van der Zand et al., 2010).

Matrixové proteiny vnativni konformaci do peroxisomu importuje peroxisomalni
transportni komplex. Sklada se z docking komplexu (Pex13, Pex14 a Pex17) a RING proteint (Pex2,
Pex10 a Pex12). Cytosolicky receptor Pex5 vaze matrixové proteiny s peroxisomalni cilovou
sekvenci PTS1, ktera obsahuje aminokyselinovou sekvenci SKL na C-terminalnim konci proteinu.
Nasledné vaze docking protein Pex14 zménou své topologie na membranou vazanou formu, a tim
tvofi transportni por, kterym jsou matrixové proteiny transportovany do peroxisomu (Gould et al.,
1989; Meinecke et al., 2010; van der Zand et al., 2010).

Biogeneze de novo peroxisomU zacina lokalizaci PMPs do domén pER, ze kterych puci
preperoxisomalni vacky (PPVs), ty pak postupné flzuji a maturuji do peroxisomu (Ferreira and
Carvalho, 2021; Joshi et al., 2016; van der Zand et al., 2010; van der Zand et al., 2012). Prvni kroky
formace PPVs a tfidéni PMPs do pER iniciuji a fidi peroxiny Pex3 a Pex19 (Agrawal et al., 2016).

Pri studiu pex mutantd bylo dokazano, ze kmeny s deleci gend PEX3 (kmeny pex34)
a PEX19 (kmeny pex194) nedokazi spravné lokalizovat PMPs do domén pER, ve kterych vznikaiji
PPVs. To znemozZniuje samotny vznik PPVs. Zvysledkl téchto experimentl autofi vyvodili,
Ze peroxiny Pex3 a Pex19 jsou nezbytné pro biogenezi peroxisomi (Hettema et al., 2000).
V navazujicich studiich bylo vSak dokazano, Zze bunky neprodukujici Pex3 PPVs tvofi, avSak tyto
PPVs obsahuji jen nékteré PMPs, které se do nich dostavaji zplisobem nezavislym na Pex3
(Wroblewska et al., 2017). Wroblewska et al. (2017) také prokazali, Zze vkmenech pex34 se PMPs
(konkrétné Pex14) nehromadi v ER, ale v malych peroxisomalnich vac¢cich schopnych importu
proteind. U kvasinky Hansenula polymorpha (synonymum Ogataea Polymorpha) vede delece
PEX3 k selektivni autofagii téchto vackd, protoZe pexofagii vtéto kvasince spousti pravé
nepritomnost Pex3. U kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou vacky nesouci PMPs v pex34
bunkach pomérné stabilni. Pex3 asociuje sreceptorem pro pexofagii Atg36, ktery interaguje
s Atg11. Atg11 poté umoznuje kontakt s fagoforem a vyslednou degradaci peroxisomu (Obr. 1E).
Diky odlisné funkci Pex3 v kvasince S. cerevisiae delece genu PEX3 selektivni pexofagii neaktivuje
(Knoops et al., 2014; Motley et al., 2012; Wroblewska et al., 2017). Ackoliv jsou proteiny Pex3
a Pex19 stale podrobovany intenzivnimu vyzkumu, zatim nebylo objasnéno, jak pfesné operuji

(Jansen and van der Klei, 2019).
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Obrazek 1 Funkce Pex3 v peroxisomu. (A) Pfimé tfidéni PMPs: Pex19 vaZe nové translatované PMPs a Pex3, ktery
zacleriuje tyto PMPs do membrany peroxisomu. (B) Neprimé tridéni PMPs: PMPs jsou nejprve vloZeny do membrany ER
a akumuluji se vpER odkud puéi PPVs pomoci Pex19 a bud’ fuzuji s jiZ existujicimi peroxisomy, sami maturuji
do peroxisom(, nebo fizuji s ostatnimi vééky a formuji tak peroxisomy. Zluté Sestitihelniky vyobrazuji proteiny
peroxisomalni matrix transportované peroxisomalnim transportnim komplexem. (C) Komplex proteinu Inp1 védzaného
na peroxisomalni Pex3 a Pex3 endoplazmatického retikula kotvi peroxisom k ER. (D) Pex3 tvofi MCSs s vakuolou.
(E) Pex3 interaguje s Atg36 a Atg11, Atg11 vaZe fagofor. (F) Transport nekotveného peroxisomu oznaceného Inp2
proteinem, ktery vaZze Myo2 a Pex19. Peroxisom je takto transportovan do pupenu (prevzato a volné upraveno podle

Jansen and van der Klei, 2019).

V MCSs peroxisomu a ER u kvasinky S. cerevisiae figuruji integralni membranové proteiny
ER Pex29, Pex30 a jeho paralog Pex31. Tyto peroxiny jsou lokalizovany do subdomén membrany
(Ferreira and Carvalho, 2021; Joshi et al., 2016; Viceacoumar et al., 2003; Viceacoumar et al.,
2004). Pex29 tvofi komplex s Pex30 a také s proteinem z rodiny retikulon( Rtn1 a proteinem Yop1
(Obr. 2). Rtn1 a Yop1 jsou rovhomeérné lokalizovany na vnéjSi membrané ER a stabilizuji jeji
zakfiveni (David et al., 2013; De Craene et al., 2006; Mast et al., 2016). Pfi studiu kmenU s deleci

genu PEX30 byla pozorovana zvySena biogeneze, tedy vyssi poCet peroxisomi, zatimco delece
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PEX31 vedla ke zvétSeni peroxisomu. Pfi studiu kmen( s deleci genu PEX29 bylo pozorovano
zvySeni poctu peroxisomU, av§ak samotné peroxisomy byly mensi a shlukovaly se (David et al.,
2013; Vizeacoumar et al., 2003; Vizeacoumar et al., 2004). | z dalSich studii vyplyva, ze komplex
Pex29/Pex30 reguluje de novo biogenezi peroxisomu, a také pomaha generovat mista biogeneze
PPVs a zakfivovat membranu pfi pu¢eni PPVs (David et al., 2013; Joshi et al., 2016; Mast et al.,
2016; Viceacoumar et al., 2004; Voeltz et al., 2006).

| kdyz Pex30 a Pex31 nejsou pro tvorbu PPVs esencialni, jsou potfebné pro jejich spravnou
biogenezi a mobilitu (Vizeacoumar et al., 2004). Lokalizace Pex30 do subdomén ER, kde probiha
tvorba PPVs, a jeho signifikance byly potvrzeny jeho kolokalizaci s nové syntetizovanymi PMPs
Pex14, které jsou pravé zde transportovany do PPVs (Joshi et al., 2016). ZpUsob, jakym jsou pfesné

mista biogeneze stanovena a regulovana, neni dosud znamy (Ferreira and Carvalho, 2021).

Pex2a

Pexi

Pax31

Yopi |——
Rint Cytosal

ER lumen

<
a*
)
4 n

PPVs

Obrazek 2 Peroxiny Pex29, Pex30 a Pex31 interaguji s proteiny Yop1 a Rtn1 a zajiStuji zakfiveni membrany na mistech

vzniku PPVs (pfevzato a upraveno podle Farré et al., 2018).
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3.2 Déleni a dédi¢nost peroxisomu
V bunkach S. cerevisiae jsou MCSs esencialni pro spravnou segregaci peroxisomU mezi
matefskou a dcefinou burikou v priibéhu mitdzy, kdy nové peroxisomy putuji do dcefiné buriky
a staré zUstavaji v materské burice, ¢imz je zajisténa dédi¢nost (Choudhry et al., 2018).
Pfedpoklada se, Ze pfi tomto déji vznikaji MCSs obsahujici Pex3 protein vazany
na membranu kortikalniho ER (cER), druhy Pex3 protein, ktery je soucasti membrany peroxisomu,
a protein Inp1 (Obr. 1C). Inp1 je periferni membranovy protein peroxisomu a je s to vazat Pex3
na svlj N-terminalni i C-terminalni konec. Funguje tedy jako molekularni pant a zadrZuje tak
peroxisom v matefské bunce (Fagarasanu et al., 2005; Knoblach et al., 2013; Wu et al., 2018).
Studiem ortologli Inp1 bylo zjisténo, Ze protein obsahuje na C-terminalnim konci
konzervovany leucinovy motiv LNYLL, obklopeny negativné nabitymi aminokyselinami (AMK),
v pozici 312-316 AMK. Tento motiv je nezbytny pro samotnou vazbu na Pex3. Je také ndpadné
podobny motivu vazby mezi Pex3 a Pex19, ktery oznacujeme jako LXXLL. Pex3 a Pex19 jsou
nezbytné pro biogenezi peroxisomi (viz podkapitola 3.1; Hettlema et al., 2000). Diky podobnosti
vazebnych motivl Inp1 a Pex19, dochazi ke kompetici o vazbu proteinu Pex3. To bylo prokdzéano
nadmérnou expresi Inp1, kterd vedla ke ztraté peroxisomd (Hulmes et al., 2020; Sato et al., 2010).
Asymetrickym délenim peroxisomu vznika novy neukotveny peroxisom neobsahujici Inp1,
ktery je aktivné transportovan do dcefiné buriky. Stary peroxisom z(stava nadale vazany diky Pex3
a Inp1 k cER v materské bunce. Transport neukotveného peroxisomu zajiStuje vazba receptoru
Inp2, ktery se vaze na neukotveny peroxisom a zaroven interaguje s motorovym proteinem
myosinem Myo2 (Obr. 1F). Myo2 vaze aktinova filamenta a umoznuje transport peroxisomu podél
aktinovych filament do pupenu (Knoblach et al., 2013; Saraya et al., 2010). Pex19 stabilizuje
interakci Myo2 alnp2 (Otzen et al., 2012). Transportu nekotveného peroxisomu spravnym smerem
napomaha protein Inp1, ktery je kotveny pfes Pex3 na cER v pupenu (Fagarasanu et al., 2005;
Knoblach et al., 2013).

Vysledky novejsich studii nepodporuji model pantu a vazby Inp1 na Pex3 peroxisomu a cER.
Predpokladaji lokalizaci Inp1 na strané peroxisomu sousedici s plazmatickou membranou
v mistech zietelné prostorové oddélenych od ER. To poukazuje na existenci kontaktnich mist mezi
peroxisomy a PM. (viz kapitola 4; Hulmes et al., 2020; Krikken et al., 2020). Tyto objevy vSak
nevylucuji existenci jiného vazebného mista v proteinu Inp1, existenci dalSich vazebnych slozek,
moznost Uplné nezavislosti MCSs peroxisomu a ER na Inp1 a moznost funkce Inp1 v kontaktnich

mistech peroxisomu s jinymi organelami (Hulmes et al., 2020; Knoblach and Rachubinski, 2019).
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4 MCSs peroxisomu a plazmatické membrany

Membranovy kontakt peroxisomu a plazmatické membrany vznika pfi déleni peroxisomu
a je klicovy pro dédi¢nost (Hulmes et al., 2020).

Soucasti MCSs peroxisomu a PM je Inp1, ktery se vaze na peroxisomalni protein Pex3.
C- terminalni doména proteinu Inp1 vaze Pex3 diky konzervovanému LNYLL motivu, coz tvorfi
propojeni mezi peroxisomalni membranou a membranou plazmatickou (viz podkapitola 3.2; Obr.
3; Hulmes et al., 2020). Inp1 ukotvuje peroxisomy asociaci s plazmatickou membranou diky 100
AMK dlouhé ¢asti své N-terminalni domény, ktera vaze fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat (Pl(4,5)P2)
(Hulmes et al., 2020).

Cast proteinu Inp1 zodpovédna za vazbu a Uspé$nou asociaci peroxisomu k plazmatické
membrané byla prokazana vytvofenim minimalni verze N-terminalnich 100 AMK Inp1, ktera
dokazala v bunikach s deleci inp1A pod promotorem /NP1 vazat PM. Ostatni verze (100-420)
nekotvily peroxisomy k PM. Kotveni pomoci Inp1 bylo dale potvrzeno vytvofenim umeélé vazebné
spojky fuzi GFP-Pex15 (Pex15 je integralni membranovy protein peroxisomu) a PH domény Num1.
Tato doména proteinu Num1 také vaze Pl(4,5)P,, avSak ptsobi v MCSs mitochondrie a PM (viz
podkapitola 4.1; Casler et al., 2024). Uméla vazebna spojka dokazala obnovit kotveni peroxisomu
k PM v bunkach s deleci inp71A. Minimalni Inp1 ani uméla spojka vSak nedokazaly obnovit
spravnou lokalizaci peroxisomU, které byly ¢asto pozorovany ve shlucich u kréku pupenu.
To poukazuje na dalSi funkce Inp1 (Hulmes et al., 2020). Hulmes et al. (2020) nepotvrdili interakci
N-terminalniho konce Inp1 s Pex3, coz dale nekoresponduje s vysledky Knoblach et al. (2013).

Vazba Inp1 pfimo na PI(4,5)P, byla prokdzana in vitro. Byly pouzity umélé lipozomy
obsahujici fosfatidylcholin (PC), fosfatidylethanolamin (PE), 22% PI(4)P, PI(4,5)P,, fosfatidylserin
(PS) a Inp1 purifikovan z bakterie Escherichia coli oznaceny pomoci MBP (MBP-Inp1). Ze vSech
lipozomd MBP-Inp1 vazal pravé lipozomy PC/PE obsahujici P1(4,5)P, (Hulmes et al., 2020). Tento
lipid je soucasti plazmatické membrany, kde se také syntetizuje z fosfatidylinositol 4-fosfatu
(PI(4)P) (Martinez Marshall et al., 2019).

Tato vazba peroxisomu k plazmatické membrané zajiStuje jeho zadrzeni v materské burice
pfi déleni (viz podkapitola 3.2). Zvlastni shlukovani peroxisom( pfi nahrazeni Inp1 (minimalnim
Inp1 nebo umeélou spojkou) vypovida o existenci dalSich funkci Inp1, existenci dalSich moznych
vazebnych sloZek ¢i potfebé dalSich MCSs s dalSimi organelami pro spravné ukotveni peroxisom(
k PM. Nabizi se moznost existence trojného membranového kontaktniho mista, kde by hralo roli
cER, jako je tomu u MCSs, mitochondrie a PM, oznacenych MECA (Casler et al., 2024; Hulmes et
al., 2020; Knoblach and Rachubinski, 2019).
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Obrazek 3 Inp1 LNYLL motivem vazZe peroxisomalni Pex3 a diky své N-terminalni doméné vaze Pl(4,5)P2, ¢imzZ vytvari
kontakt mezi peroxisomem a plazmatickou membranou. DalSi moZné vazebné sloZky Ci kontakty s dalSimi organelami

zatim nejsou znamé (prevzato a upraveno podle Hulmes et al., 2020).

4.1 MECA

Lépe charakterizovanymi kontaktnimi misty oproti MCSs peroxisomu a PM jsou MCSs
MECA. MECA kotvi mitochondrie k PM a ER. D4 se tedy povaZovat za organizacni centrum ddlezité
pro komunikaci mezi ER, PM a mitochondrii. Figuruje pfi mitochondrialnim déleni a nové byla
objevena funkce téchto kontakt( v regulaci obratu fosfatidylinositol-4-fosfatu PI(4)P (Casler et al.,
2024).

Sklada se ze tfi podjednotek, a to Num1, Mdm36 a Scs2 (Obr. 4; Lackner et al., 2013).
Num1 svou C-terminalni PH doménou vaze PI(4,5)P, na plazmatické membrané a N-terminalni
CC doménou vaze kardiolipin na membrané mitochondrie a pfimo interaguje s mitochondrialnim
membranovym proteinem Mdm36. Toto pfipojeni generuje napéti membrany potfebné
pro spravné rozdéleni mitochondrie (Hammermeister et al., 2010; Won et al., 2021). Num1
interaguje také s integralnim proteinem ER Scs2, a to motivem FFAT na své C-terminalni doméné.
Tim vznika vazba mezi ER a PM (Casler et al., 2024).

Analyzou Num1 pro vyhledani potencialnich interakénich partner( byly nalezeny tfi nové
slozky, a to Ypp1, Erf3 a kinaza Stt4 (Casler et al., 2024). Tyto proteiny formuji komplex na PM,
ktery fosforyluje fosfatidylinositol (Pl) na PI(4)P (Baird et al., 2008). Tento komplex se nachazi
v mistech PIK, které sousedi s kontakty MECA. Neddvna studie navrhla, Ze funkci Num1 v regulaci
obratu PI(4)P je zajisténi prostorové organizace membran a vSech pfitomnych protein( véetné
Sac1. Pravé tim se zvySi ucinnost obratu PI(4)P zprostfedkovaného fosfatazou Sac1 (Casler et al.,

2024).
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Obrazek 4 MCSs MECA, kterd se skladaji z proteini Num1, Mdm36 a Scs2, tvoii komunikaéni centrum mezi
mitochondrif, ER a plazmatickou membranou. MECA sousedi's PIK misty, kde se nachazi komplex Stt4/Ypp1/Efr3. Tento
komplex syntetizuje PI(4)P z Pl. MECA zajiStuje vhodnou prostorovou orientaci pro obrat Pl(4)P fosfatazou Sac1, ktera

se nachdziv membréné ER (pfevzato a upraveno podle Casler et al., 2024).
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5 MCSs peroxisomu a lipidovych kapek

Lipidové kapky (LDs) slouzi eukaryotickym bunkam jako zasobarna volnych mastnych
kyselin (VMK) ve formé neutralnich lipidQ, napf. triacylglycerolu (TAG) a sterolovych estert (SE),
které se nachazi v jadie LDs. Jadro je obaleno jednou vrstvou fosfolipid(l (Farese and Walther,
2009). Dalsi funkci LDs je segregace lipidd, kterd zabrafiuje buné&céné toxicité, protoze nadbytek
VMK, které nejsou vlozené do LDs, vyvolava programovanou bunéénou smrt nebo nekrézu
(Eisenberg and Buttner, 2014). V kvasince Saccharomyces cerevisiae jsou LDs spojeny
s endoplazmatickému retikulu (Jacquier et al., 2011).

DulezZitost kontaktnich mist mezi peroxisomy a LDs vyplyva z funkce obou organel
v udrzovani lipidové homeostazy a moznosti propojeni jejich metabolisml. Na lipolyzu, tedy
rozklad TAG na VMK, probihajiciv LDs funkéné navazuje B-oxidace mastnych kyselin, tedy Stépeni
VMK na acetyl-koenzym A (acetyl-CoA), v peroxisomu (Binns et al., 2006).

Ackoli byl pozorovan kontakt mezi peroxisomy a LDs a analyza interaktomu odhalila
interakce proteinl LDs Erg6é a Pet10 s proteiny peroxisomu (konkrétné Pex5, Pex3, Inp1
a nékterymi RING proteiny) (Pu et al., 2011), konkrétni vazebny protein tvofici MCSs nebyl

u Saccharomyces cerevisiae nalezen (Binns et al., 2006; Joshi, 2021).

5.1 Pexopodia a gnarls
PFi rlstu v kultivaénim médiu s kyselinou olejovou generuje burika velké LDs a peroxisomy,
které jsou prehlceny enzymy pro oxidaci mastnych kyselin (Hiltunen et al., 2003; McCammon
etal.,, 1990). Diky transmisni elektronové mikroskopii bylo zjisténo, Ze peroxisomy
v kvasince Saccharomyces cerevisiae v téchto podminkach tvofi tzv. pexopodia, prstim podobné
membranové vybézky. Pexopodia zasahuji do centra LDs, kde probiha fuze membrany lipidové
kapky s vnéjSim listem peroxisomalni membrany (Obr. 5; Binns et al., 2006; Kong et al., 2020).
NejspiSe pravé zde probiha propojeni metabolismu mastnych kyselin a jejich pfrenos,
protoze frekvence tvorby pexopodii a celkovy kontakt mezi peroxisomem a LDs se zvysi
pfi hladovéni, kdy jsou buriky nuceny pouzit zdsoby mastnych kyselin z LDs. Tento pfedpoklad
utvrdil vysledek proteolyzy a hmotnostni spektrometrie purifikovanych LDs. Mimo jinych protein(
bylo identifikovano 8 peroxisomalnich protein( B-oxidacni drahy kyseliny olejové, cozZ prokazuje,
Ze pexopodia jsou obohacena o enzymy B-oxidace, a peroxisomy tedy dokazi rozSifit metabolické
procesy, jako prave B-oxidaci mastnych kyselin, do jader LDs (Binns et al., 2006; Kong et al., 2020).
Nedavna studie pouzitim molekularniho dynamického modelovani odhalila mozny
zpUsob flize membran peroxisomu a LDs, tedy vznik a rist pexopodii. Proces zacina lokalnim

spojenim vnéjSich vrstev membran organel, coZ utvofi kréek, pfechodnou strukturu tvarem
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pfipominajici pfesypaci hodiny (Markin et al., 1984). Tato struktura se nadale rozSifuje inkorporaci
VMK, napf. kyseliny olejové, do membrany a dava vznik pexopodiim. Kyselina olejova indukuje
negativni spontanni zakfiveni membrany, diky kterému pexopodia rostou do jadra LDs (Kalutsky

etal., 2022).

(@)
. '\\“"
i

Obrazek 5 (F) Tvorba pexopodii fuzi membran peroxisomu (P) a lipidové kapky (LB), mastné kyseliny (vyznaceny zelené)
jsou zde pripraveny na oxidaci B-oxidacnimi enzymy (hnédé tecky) a difuzi do peroxisomu (pfevzato a upraveno podle
Kalutsky et al., 2022). (G) Snimek porizen transmisnim elektronovym mikroskopem zachycuje interakce (oznaceny h, i)
lipidové kapky s hned dvéma peroxisomy. (H) je zvétSeni Etverce h ze snimku (G). (H) Zachycuje peroxisom (P) penetrujici
lipidovou kapku (LB), tato inkluze se oznacuje jako pexopodium. Méfitko (G, H) je 50 nm (pfevzato a upraveno podle

Binns et al., 2006).

Kontakt membrany poSkozeného peroxisomu a LDs vede k tvorbé tzv. gnarls, coz jsou
protahlé 10-30 nm Siroké tubuly vy&nivajici z LDs, jejichz lumen ¢asto usti do jadra LDs (Obr. 6;
Binns et al., 2006).

Gnarls se vyjimecné vyskytuji i vnemutovanych bunkach, ¢astéji byly ale pozorovany
v mutovanych burnikach. Napfiklad u kmene s deleci pex54 obsahovalo tyto struktury 50 % bunék.
Peroxin Pex5 je cytosolicky receptor nutny pro transport peroxisomalnich matrixovych protein(
(viz kapitola 3.1) véetné dvou enzym( B-oxidace mastnych kyselin. Ztrata Pex5 tudiz vede
k nepfitomnosti této katabolické drahy. Gnarls tedy nejsou manifestace peroxisomalnich
membran, protoze v nich nebyly nalezeny zadné peroxisomalni membranové proteiny. Jsou
to pravdépodobné struktury volnych mastnych kyselin, k jejichz nadbyte¢né syntéze dochazi
pfi kontaktu peroxisomu s LDs, kdy jsou stimulovany zatim neznamé lipazy. Jelikoz VMK nemohou
byt v tomto pfipadé metabolizované peroxisomem, hromadi se do téchto struktur (Binns et al.,

2006).
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Obrazek 6 Tvorba struktur volnych mastnych kyselin lipidovou kapkou (LB) za pritomnosti peroxisomu, ktery je

neschopny oxidovat mastné kyseliny (pfevzato a upraveno podle Binns et al., 2022).

Lze tedy predpokladat, Ze gnarls jsou formovany v pfitomnosti peroxisomU neschopnych
metabolizovat mastné kyseliny a pexopodia slouzi jako misto pro oxidaci mastnych kyselin a jejich

preneseni do peroxisomu, ¢imz se kompletné vyhnou priichodu cytosolem (Binns et al., 2006).

5.2 Vznik LDs

Nascentni LDs vznikaji pu¢enim z ER. Jejich biogeneze zahrnuje kooperaci peroxinu Pex30
se seipin proteinem Fld1, ktery je v komplexu s membranovym proteinem ER Ldb16 a FIT proteiny
(Obr. 7; Szymanski et al., 2007; Wang et al., 2018). Pro svoji formaci vyuzivaji, stejné jako
peroxisomy, ER protein Pex30, coz nasvédcuje lokalizaci biogeneze LDs a peroxisomU do stejné
subdomény ER (Joshi et al., 2018). Po maturaci obvykle zlistanou s témito subdoménami spojeny
(Jacquier et al., 2011; Joshi et al., 2018).

Tento seipin komplex Fld1/Ldb16 stabilizuje membranové spojeni mezi ER a LDs. P¥i jeho
absenci se tvofi abnormalni LDs, uréuje smér puceni LDs, vytvafi difuzni bariéru fidici sestaveni
LDs a Fidi distribuci proteint a enzym( jako napf. Pah1 (Grippa et al., 2015; Wang et al., 2014;
Wang et al., 2018; Wolinski et al., 2015). Pah1 reguluje produkci TAG tim, ze méni kyselinu
fosfatidovou (PA) na diacylglycerol (DAG), coz je prekurzor pro TAG (Adeyo et al., 2011; Karanasios
etal., 2013; Wolinski et al., 2015). FIT proteiny Scs3 a Yft2 nejspis reguluji mnozstvi DAG v mistech
biogeneze LDs, jelikoz akumulace DAG je pro bunku toxicka (Choudhary et al., 2015). TAG jako
neutralni lipid nezQstava ve fosfolipidové vrstvé membrany, ale hromadi se mezi dvéma listy

membrany, kde tvofi jadro LDs (Cohen et al., 2019).
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Obrazek 7 Biogeneze LDs. Neutralni lipidy jako triacylglycerol (TAG) a sterolové estery (SE) se shlukuji v membréané ER

a tvofi jadra LDs. Tyto subdomény jsou obohaceny o seipin, FIT proteiny a Pex30. Po dokon¢eni maturace LDs zUstavaji

spojeny s témito Pex30, seipin subdoménami (pfevzato a upraveno podle Joshiand Cohen et al., 2019).
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6 MCSs peroxisomu a mitochondrie

Peroxisom a mitochondrii funkéné propojuje jejich metabolismus. Produktem B-oxidace,
ktera probiha v peroxisomech, je acetyl-CoA, coz je vychozi substrat citratového cyklu (TCA
cyklus), ktery probiha v mitochondriich (Marchesini et al., 2003). Diky této blizké souvislosti neni
prekvapivé, Ze peroxisom a mitochondrie sdili nékteré proteiny, napf. proteiny dlleZité pro déleni
téchto organel, a ze spolu navazuji membranovy kontakt (Ast et al.,, 2013). Mista kontaktu
peroxisomu s mitochondrii nejsou rozmisténa nahodné, vyskytuji se v mistech kontaktu
mitochondrie a ER ozna¢ovanych ERMES a v mistech syntézy acetyl-CoA dehydrogenaci pyruvatu
komplexem PDH (Cohen et al.,, 2014; Kresze and Ronft, 1981). Kontakt peroxisomu

s mitochondriemi se také ukazal podstatnym pro pexofagii (Liu et al., 2018).

6.1 ERMES

ERMES je vazebnym komplexem ER a mitochondrie. Sklada se ze 4 podjednotek Mdm10,
Mdm34, Mmm1 a Mdm12 a drzi tyto dvé membrany v blizkosti (Obr. 8; Kornmann et al., 2009).
Integralni B-barel Mdm10 a Mdm34 pfipojeny periferné jsou vnéjsi mitochondrialni membranové
proteiny. Mdm12 je mitochondrialni cytosolicky komponent komplexu a Mmm1 je integrovany

v ER membrané (Ellenrieder et al., 2016; Kornmann et al., 2009; Mattiazzi USaj et al., 2015).

9
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Obrazek 8 Struktura komplexu ERMES. Mdm10 spolu s Mdm34 jsou mitochondrialnimi membranovymi proteiny.

Mdm12 je cytosolicky protein a Mmm1 je protein membrany ER (pfevzato a upraveno podle Mattiazzi USaj et al., 2015).

ERMES je lokalizovan v subdoménach a pfimo ¢i nepfimo zajiStuje syntézu a translokaci
glycerofosfolipidli, import proteind, mitofagii a vapnikovou signalizaci (Achleitner et al., 1999;
Boldogh et al., 2003; Kornman et al., 2009).

ERMES kolokalizuje s fosfatidylserin dekarboxylazou Psd1, ktera pfeménuje fosfatidylserin
(PS), syntetizovany vmembrané ER, na fosfatidylethanolamin (PE) po jeho transportu
do mitochondrie. PE je poté pfeveden zpét do ER a pfeménén na fosfatidylcholin (PC), coz je

nejhojnéjsifosfolipid v membranach bunky (Vance, 1990). Pfedpoklada se tedy, ze ERMES figuruje
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v transportu fosfolipidl, zda ho pfimo umoziuje vSak zlstava sporné (Kawano et al., 2018;
Kornamnn et al., 2009; Okamoto et al., 2009). Existuji dva modely, jak by mohl probihat
fosfolipidovy transfer Kawano et al., 2018).

Podle prvniho modelu lipid carrier model se jedna o dynamicky proces, kdy Mmm1
extrahuje lipid z membrany, ktery se oto¢i, a tim se pfenese na Mdm12 a poté na Mdm34 (Kawano
et al., 2018). Podle druhého modelu continuous conduit model se jedna o nedynamicky stabilni
proces prenosu hydrofobnim tunelem, ktery vede vSemi tfemi podjednotkami ERMES do vnéjsi
membrany mitochondrie (Kawano et al., 2018).

Moznost funkce ERMES v biogenezi a regulaci importu protein naznacuje protein Mdm10,
ktery je nezavisle na ERMES také soucasti komplexu SAM. Komplex SAM vklada proteiny do vné;si
mitochondrialni membrany a pomaha jejich sestaveni (Kornmann et al., 2009; Meisinger et al.,
2007). Bylo prokazano, ze Mdm10 stfidave vaze komplex SAM a komplex ERMES svymi opacnymi
vazebnymi misty, coz znaci separaci funkci ERMES a komplexu SAM (Ellenrieder et al., 2016).

Mitofagie je selektivni autofagie, kdy dochazi k degradaci poSkozenych mitochondrii.
Uméla spojka ER a mitochondrie vkmenech s mutaci komplexu ERMES ¢astec¢né obnovi
mitofagii. Dale bylo zjiSténo, Ze podjednotka komplexu ERMES Mmm1 kolokalizuje s cytosolickym
proteinem Atg8, ktery pomaha formaci mitofagosomu. Mitofagosom je mitochondrie jiz obalena
dvojitou membranou fagoforu, pfipravena na splynuti s vakuolou a degradaci (Reggiori and
Klionsky, 2013). Komplex ERMES tedy kolokalizuje s misty vzniku mitofagosomu a je mozné, Zze mu
dodava lipidy pro jeho rostouci membranu (Bockler and Westermann, 2014).

Zaregulacni podjednotku komplexu ERMES se povazuje Rho GTPaza Gem1 vazajici vapnik.
Je lokalizovana do vnéjSi membrany mitochondrie a soucasti jeji cytosolické domény jsou dva
EF- hand motivy spojujici dvé GTPazové domény. Tyto motivy vazi vapnik, a tim umoznuji
vapnikovou signalizaci (Frederic et al., 2004; Kornmann et al., 2011; Murley et al., 2013; Stroud
etal., 2011).

Velikost a pocet ERMES subdomén je regulovan MCSs MECA, které fidi distribuci
mitochondrialni sité (Casler et al., 2025; Lackner et al., 2013). V nepfitomnosti kontakti MECA se
mitochondrialni sit rozpadé a zmensenad se nachazi blize stfedu buriky dal od vazaného ER na PM.
Komplexti ERMES tedy vznika méné, maji vSak vétsi velikost. Zaroven je narusen transport lipid(

(Casler et al., 2025).
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6.2 PerMit

6.2.1 Pex11

Na vytvareni kontaktnich mist peroxisomu a mitochondrie se podili integralni protein
peroxisomalni membrany Pex11 a protein komplexu ERMES Mdm34 (Obr. 9; Mattiazzi USaj et al.,
2015). Ktomuto zjiSténi vedly experimenty skmeny sdeletovanym genem PEX11.
V nemutovanych burikdch 30 % peroxisomU asociovalo s ERMES. V burikach s deleci pex711A se
pocet snizZil na polovinu, tedy na 15 % z plvodnich 30 %. Z téchto vysledk( lze pfedpokladat, Ze
se Pex11 podili na vytvareni MCSs peroxisomu a mitochondrie, kterym bylo dano oznaceni PerMit
(Cohen et al., 2014; Mattiazzi USaj et al., 2015; Shai et al., 2018).

Vazebny partner proteinu Pex11 byl identifikovan diky studiu interakci Pex11 a dalSich
membranovych proteinl. Konkrétné byla pouzita kvasinkova membréanova dvouhybridni analyza
a bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC). Byla tak zjiSténa fyzicka interakce mezi
Pex11 a Mdm34. Pfi oznaceni N-terminalniho konce Mdm34 nebyla interakce pozorovana. Mdm34
tedy vaze Pex11 timto N-terminalnim koncem. To dava vznik MCSs PerMit. V pozdéji publikované
studii byly identifikovany konkrétni interagujici Useky obou proteind, 51-100 AMK v Pex11 a 343-
359 AMKv Mdm34 (Liu et al., 2018; Mattiazzi USaj et al., 2015).

Peroxisome Mitochondrion

Obrazek 9 Membranové kontaktni misto peroxisomu a mitochondrie PerMit. Mdm34, Mdm10 a Mdm12 jsou
mitochondrialni sloZky komplexu ERMES, ktery vaZe mitochondrii k ER. Pex11, protein peroxisomalni membrany,
interaguje s Mdm34 a tvofi tak kontakt peroxisomu a mitochondrie (pfevzato a upraveno podle Mattiazzi Usaj et al.,

2015).

Pro pexofagii, selektivni autofagickou degradaci peroxisomu, je nezbytné, aby peroxisom
urceny na degradaci, byl pfipojen na ERMES (Obr. 10). Toto je podpofeno zjisténim, Ze poskozeni
komplexu ERMES mutaci Mdm34 vede ke ztraté asociace peroxisomu k mitochondrii a vyraznému
defektu pexofagie (Liu et al., 2018). Pexofagie probiha nasledujicim zplisobem: Pex3 vaze receptor
pexofagie Atg36, ktery spolu se scaffold autofagickym proteinem Atg11 umozfiuje asociaci
specifické GTPazy Vps1 k peroxisomu. Atg11 dale podporuje vazbu receptoru Atg36 na Atg8, ktery
je lokalizovan na tvofici se fagoforové membrané. Tato vazba umozni pfiblizeni peroxisomu
k fagoforu, jeho rast kolem peroxisomu, nasledné uzavieni peroxisomu v autofagozomu
a nakonec degradaci peroxisomu ve vakuole diky splynuti autofagosomu s vakuolou (Liu et al.,

2018; Mao et al., 2014).
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Obrazek 10 Proces pexofagie (degradace peroxisomu) a proteiny nutné pro tento proces. Peroxin Pex3, receptor
pexofagie Atg36, specifickd GTPdza Vps1, protein Atg11 a Atg8, lokalizovdn na tvofici se fagoforové membrané
vystupujici z ER. Pripojeni peroxisomu pres Pex11 na Mdm34, které je soucasti komplexu ERMES (Mdm10, Mdm34,
Mdm12, Mmm1) spojujiciho mitochondrii a ER, je nezbytné pro spravnou funkci pexofagie (pfevzato a upraveno podle

Liuetal.,, 2018; Mao et al., 2014).

6.2.2 Pex34 a Fzo1

Nadmeérna produkce Pex34, integralniho membranového proteinu peroxisomu, a Fzo1,
mitofusinu vnéj$i membrany mitochondrie, snizila pohyblivost téchto organel, coz naznacuje
jejich nadmeérnou asociaci (Rapaport et al., 1998; Shai et al., 2018; Tower et al.,2011). Pex34
aFzo1l jsou tedy potencionalnimi vazebnymi proteiny v MCSs peroxisomu a mitochondrie
(Alsayyah et al., 2024; Shai et al., 2018). | kdyz jsou tyto dva proteiny povazovany za vazebné,
mutace Fzo1 nijak neovliviiuje funkci Pex34, ktery je lokalizovan do subdomén a ovliviiuje
B- oxidaci. Nezavislost téchto proteinli zvySuje pravdépodobnost, Ze neplsobi ve stejném
komplexu. To naznacuje existenci dalSich stale neobjevenych vazebnych protein( ¢i komplexd
(Shai et al., 2018).

Nadmeérna produkce Pex34, nikoli vSak Fzo1, vedla nejen k zvySeni poctu PerMit, ale
i kzvySeni produkce CO,. To naznacuje, ze kontakty PerMit obsahujici Pex34 transportuji

acetyl- CoA, produkt B-oxidace, z peroxisomU do mitochondrii, kde se degraduje na CO, a H,O
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diky TCA cyklu (Marchesini et al., 2003; Shai et al., 2018). | kdyz Shai et al. (2018) zjistili, ze
nadmérna produkce Fzo1 nijak neovliviiuje hodnoty CO,, aktualnéjsi studie kontaktl PerMit
obsahujicich vazebny protein Fzo1 pfredpokldada jeho funkci vtransportu acetyl-CoA
do mitochondrie a ve fuzi mitochondrii (Alsayyah et al., 2024).

Pda1, podjednotka pyruvat dehydrogenazového (PDH) komplexu, je lokalizovana
v subdoménach v mitochondrialni matrix, kde se nachazi i zbytek PDH komplexu. PDH komplex
premeénuje pyruvat na acetyl-CoA. Oznacenim GFP znackou bylo zjisténo, ze Pex3 a Pda1
subdomény, které jsou blizko membrany, kolokalizuji, z cehoz plyne, Ze peroxisomy asociuji
s misty acetyl-CoA syntézy (Cohen et al., 2014).

Zaroven je acetyl-CoA do mitochondrie transportovan pfes MCSs PerMit obsahujici Pex34.
Tento membranovy kontakt tedy maze slouzit jako alternativni zdroj acetyl-CoA pro mitochondrii
nebo maximalizaci koncentrace acetyl-CoAv subdoménach mitochondrie ve prospéch TCA cyklu
(Cohen et al., 2014; Shai et al., 2018). Existuji dveé drahy transportu acetyl-CoA do mitochondrie.
V prvni draze peroxisomalni citrat-syntdza (Cit2) pfeménuje acetyl-CoA na citrat, ktery je
transportovan do mitochondrie. V druhé draze peroxisomalni karnitin transferaza (Cat2)
prfeménuje acetyl-CoA na acetylkarnitin, ktery je transportovan do mitochondrie (Kunze et al.,
2006; Roermund et al., 1995). Po deleci kazdé z drah a nadmérné produkci Pex34 bylo prokazano,
Ze PerMit kontakty bohaté na Pex34 pfenasi do mitochondrie citrat (Alsayyah et al., 2024; Shai et
al., 2018).

Pfesna funkce a vyznam MCSs PerMit obsahujicich mitochondridlni Fzo1 je doposud
nejasna. AvSak bylo prokazano, Ze Fzo1 je pfitomen asi v 10 % PerMit kontakt( a Ze asociuje
s peroxisomalnim Fzo1, a tim tvofi homotypicky kontakt PerMit (Alsayyah et al., 2024).

Tyto kontakty jsou fizeny nenasycenosti mastnych kyselin; kdyz je nizka, kontaktl ubyva.
Kdyz je naopak vysoka, kontakt( pfibyva, Fzo1 se hromadi na peroxisomech a pravdépodobné
umoziuje transport citratu z peroxisomu do mitochondrie diky mistim PerMit (Alsayyah et al.,
2024; Cavellini et al., 2017). Citrat v mitochondrii vstupuje ihned do TCA cyklu a udrzuje tim
mitochondridlni membranovy potencial, ktery stimuluje fuzi mitochondrii. Tim neutralizuje
dopady vysoké nenasycenosti mastnych kyselin tykajici se fluidity a spravné funkce

mitochondridlni membrany (Aguilar et al., 2006; Alsayyah et al., 2024).
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7 MCSs peroxisomu a vakuoly

Existence membranovych kontaktnich mist peroxisomu a vakuoly v kvasince
Saccharomyces cerevisiae donedavna nebyla zcela jasna, avSak relativnhé nedavné studie
pouzitim split-GFP a split Venus complementation assay jejich existenci potvrdily a tyto MCSs
dostala oznaceni PerVale (Kakimoto et al., 2018; Shai et al.,2018). Nova studie navic identifikovala
vakuolarni protein Cvm1 figurujici v nékterych MCSs vakuoly vcetné PerVale a v homeostaze
membrany (Bisinski et al., 2022).

U kvasinky Hansenula polymorpha byl membranovy kontakt zaznamenan v kontextu
degradace peroxisomu vakuolou pfi nedostatku dusiku (Bellu et al., 2001). Kromé toho byl
relativné nedavno popsan tento kontakt také pfi podminkach vyvolavajicich proliferaci a masivni
rist peroxisomd0. V této studii byl také identifikovan protein, ktery je nejen lokalizovan vyhradné
na mista kontaktu vakuoly a peroxisomu, ale je i soucasti vazebného komplexu, ktery vaze obé
organely. Nejspi$ hraje roli i vsamotném vzniku téchto MCSs, ktera dostala u H. polymorpha
oznaceni VAPCONS. Tento protein je peroxisomalni membranovy protein Pex3 (Obr. 1D; Obr. 11;
vice o Pex3 v kapitolach 3 a 4; Wu et al., 2019). Zde se nabizi moznost navazujiciho vyzkumu, zda

jetomutakiu S. cerevisiae.

7.1 VAPCONS

Hansenula polymorpha je methylotrofni kvasinka schopna na rozdil od kvasinky
S. cerevisiae produkce velkych peroxisomU pfi specifické kultivaci v médiu obsahujicim methanol
jako hlavni zdroj uhliku (Singh et al., 2020; Veenhuis et al., 1978).

V exponencialné rostoucich nemutovanych kvasinkach H. polymorpha na glukézovém
médiu MCSs VAPCONS pozorovdna nebyla, vtéchto podminkach byl pozorovan jen kontakt
peroxisomU s ER a PM. AvSak po pfenesenibunék H. polymorpha na methanol obsahujici médium
doslo k tomu, Ze jeden maly peroxisom, typicky pro glukdzové médium, rapidné zvétsil svlij objem
a zaroven vytvofil MCSs s vakuolou (Veenhuis et al., 1978; Wu et al., 2019). 8 hodin po pfeneseni
na methanolové médium bylo fluorescenéni mikroskopii (FM) zivych bunék prokazano hromadné
zvySeni asociaci peroxisomU a vakuol (Wu et al., 2019).

Pro nalezeni konkrétniho vazebného proteinu téchto MCSs byly pomoci fluorescenéniho
mikroskopu pozorovany rlizné proteiny fuzované s GFP, konkrétné Pmp47, Pex11, Pex3 a Pex14,
zda nejsou lokalizovany do mist kontaktu. Z pozorovanych protein(i byl pouze Pex3 lokalizovan
vyhradné do kontaktnich mist s vakuolou, ostatni proteiny byly rovhomeérné rozmistény po celém
povrchu peroxisomu nebo tvofily shluky mimo mista kontakt(l VAPCONS. Spravnost ziskanych dat

zFM byla podlozena detailni analyzou za pouZziti korelacni svételné-elektronové mikroskopie.
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Po transferu kvasinek zpét na glukézové médium MCSs ubylo a objevily se mensi peroxisomy.
Avsak ty peroxisomy, které nadale tvofily kontakt s vakuolou, stale obsahovaly proteiny Pex3
lokalizované do mista kontaktu. To dokazuje, Ze Pex3 je sloZkou vazebného komplexu MCSs

peroxisomu a vakuoly (Wu et al., 2019).

? Pex

Peroxisome

Vacuole

Obrazek 11 Membranové kontaktni misto mezi vakuolou a peroxisomem VAPCONS u Hansenula polymorpha, které je
tvofeno peroxisomalnim membranovym proteinem Pex3 a zatimou neznamou vakuolarni sloZzkou (pfevzato a upraveno

podle Wu et al., 2018).

Pex3 hraje roli i ve formaci mist VAPCONS. To bylo dokazano pouzitim bunék rostoucich
na glukézovém meédiu, ve kterém, jak jiz bylo zminéno vyse, nejsou MCSs VAPCONS tvorena.
V téchto bunkach byl diky vlivu silného promotoru nadmérné produkovan Pex3, a to skutec¢né
vedlo k zvySeni po¢tu VAPCONS. Jako kontrola byl pouzit Pex14 a jeho nadmérnou produkci pocet
VAPCONS ovlivnén nebyl (Wu et al., 2019).

Jelikoz jsou mista VAPCONS tvorena ve chvili, kdy se peroxisom zvétsuje, jejich funkci je
nejspiSe dodavani lipidd pro rychle se formujici membranu peroxisomu (Wu et al., 2019). Tato
funkce neni u MCSs vakuoly Zadnym prekvapenim, protoze vCLAMP, MCSs mitochondrie a
vakuoly, také figuruji v lipidovém transportu. Konkrétné predstavuji alternativni cestu pfenosu
lipidd do mitochondrie pfi ztraté komplexu ERMES (Elbaz-Alon et al., 2014; Honscher et al., 2014).
Pfesny mechanismus, slozeni a funkce VAPCONS zatim nejsou plné objasnény, coz otevird

moznost pro navazujici vyzkum.

7.2 PerVale

Split Venus complementation assay identifikovala existenci potencionalniho kontaktniho
mista peroxisomu a vakuoly PerVale (Obr. 12; Shai et al., 2018). Tato metoda funguje na principu
oznaceni organelovych marker( (typickych proteinl, které se hojné vyskytuji na membrané
dotyéné organely) polovinou fluoroforu (Venus proteinu). Takto byly oznaceny pravé peroxisom
a vakuola. Aby tento fluorofor vydaval fluorescencni signal, musi se jeho dvé poloviny dostat do
tésné blizkosti. Az vtento moment se dokazi spojit a vydavat signal (Kerppola, 2006; Ohashi and

Mizuno, 2014; Shai et al., 2018).
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Tato blizkost mUze byt nalezena pravé v kontaktnich mistech membran. Split Venus
metodou lze zjistit pouze moznost existence MCSs, ne vSak konkrétni vazebné proteiny a funkce.
Dalsi nevyhodou je samotny Venus protein. KdyZ je sloZen, stava se z néj silny umeély vazebny
protein, ktery je nereverzibilni (Kudla and Bock, 2016; Shai et al., 2018). Proto byl jako kontrola
pouzit reverzibilni fluorescencni protein IFP1.4, ktery stejné jako split Venus potvrdil existenci
PerVale (Shai et al.,2018; Tchekanda et al., 2014).

Pro vyobrazeni MCSs PerVale byl zvolen peroxisomalni Pex25 z pouzitych proteind
peroxisomu (Ant1, Pex3, Pex11, Pex25, Pex30) a vakuolarni Zrc1 z pouzitych protein vakuoly

(Mam3, Vph1, Zrc1) (Shai et al., 2018).

L]

Per\_/sﬁe

Pex25XZrc1

Obrazek 12 Par membranovych proteint Pex25 peroxisomu a Zrc 1 vakuoly, oznacenych polovinou Venus proteinu, ktery
dokéaZe po spojeni signalizovat. Zeleny signal znaci kontaktni mista peroxisomu a vakuol PerVale (pfevzato a upraveno

podle Shai et al., 2018).

Bisinski et al. (2022) stanovili, ze protein Cvm1 je soucasti nékolika MCSs vakuoly. Zjistili,
Ze je pod vlivem silného promotoru lokalizovan do hned nékolika shlukd na vakuolarni membrané,
ne vzdy v blizkosti jen jedné organely. Znama asociace proteinu Cvm1 jiz byla s mitochondrii, kde
je soucasti vVCLAMP ne vSak vCLAMP obsahujici Ypt7-Vps39-Tom40, ale spiSe jiného vazebného
komplexu (Bisinski et al., 2022; Gonzalez Montoro et al., 2018). S cilem identifikovat se kterymi
dalsimi organelami tvofi kontakt, byla provedena jeho kolokalizace s nékolika dalSimi
organelovymi markery. Pozorovana byla kolokalizace Cvm1 s proteinem Sec63 jaderného ER,
které tvofi s vakuolou MCSs oznacena NVJ, a také prave s proteinem Pex3 peroxisomu, ktery tvofi
s vakuolou MCSs PerVale (Bisinski et al., 2022; Pan et al., 2000).

Jako kontrola byla pouzita split Venus metoda (Kerppola, 2006; Ohashi and Mizuno, 2014).
Pllkou proteinu Venus byl znovu oznacen vakuolarni protein Zrc1 a druhou pllkou peroxisomalni
protein Pex25. Takto signdlem oznacena MCSs kolokalizovala s proteinem Cvm1, z Cehoz vyplyva,
Ze protein Cvm1 je soucasti vazebného komplexu MCSs peroxisomu a vakuoly. AvSak Cvm1
nekolokalizoval se vSemi signalem oznacenymi MCSs peroxisomu a vakuoly, jeho nepfitomnost

tedy naznacuje existenci vice typl MCSs PerVale (Bisinski et al., 2022).
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Bylo prokazano, Ze protein Cvm1 ovliviiuje hladiny sfingolipidd a podili se
na sfingolipidové homeostaze. Napfiklad delece genu CVM1 vedla kvyznamnému poklesu
hladiny ceramid( a nadmérna exprese CVM17 vedla k vyznamnému zvyseni této hladiny (Bisinski
et al., 2022). Regulace biosyntézy sfingolipidl je podstatny dé&j, protoZe sfingolipidy (na rozdil od
lipidG jako TAG a SE) nejsou zasobnimi lipidy v burce, ale hlavné tvofi slozku plazmatické
membrany (Farese and Walther, 2009; van der Rest et al., 1995). Pfi snizeni sfingolipid( se zvysi
mnozstvi vakuolarnich MCSs obsahujicich Cvm1. To nasvédCuje existenci regulacniho
mechanismu, ktery dokaze kompenzovat nedostatek sfingolipid( zvySenim pocétu MCSs (Bisinski

etal., 2022).
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8 Zaver

V této praci byly shrnuty informace o dosud znamych membranovych kontaktnich mistech
peroxisomu v kvasince Saccharomyces cerevisiae, konkrétné kontaktech peroxisomu s ER, PM,
mitochondrii, LDs a vakuolou. Byla zminéna také MCSs souvisejici s peroxisomem, tedy komplex
ERMES, ktery podjednotkou Mdm34 vaze peroxin Pex11, komplex Fld1/Ldb16, spojujici de novo
biogenezi peroxisomu a LDs zER s vyuzitim proteinu Pex30 a komplex MECA, ktery zajistuje
podminky pro spravny obrat lipidd.

Hlavni prostor byl vénovan peroxisomalnim MCSs, ktera hraji roli vriznych bunécénych
procesech. Komplex Pex30 umozZnuje a reguluje de novo biogenezi peroxisomul spravnym
zakfivenim membrany v mistech vzniku PPVs. Komplex Inp1-Pex3 figuruje v bunécéné dédiCnosti
pfichycenim peroxisomu k plazmatické membrané. Pexopodia a gnarls pfedstavuji invazivni
kontakt peroxisomu s jadry LDs, ¢imz efektivné propojuji metabolismy obou organel. Pex11
plsobici v mistech PerMit je nezbytny pro spravnou pexofagii. Pex34 a Fzo1 plsobici v mistech
PerMit jsou klicové pro transfer acetyl-CoA do mitochondrie. Kontaktni mista u H. polymorpha
VAPCONS, ktera jsou tvorena peroxinem Pex3, pravdépodobné dodavaiji lipidy z vakuoly rychle
se zvétSujicimu peroxisomu. Cvm1 protein, plsobici hned v nékolika MCSs vakuoly véetné
PerVale, se podili na homeostaze sfingolipidd.

Fakt, ze vétSina organel navazuje vice nez jedno kontaktni misto s ostatnimi organelami,
otevira otazku a prostor pro navazujici vyzkum konkrétniho slozeni existujicich MCSs a jejich
realného poctu, napfiklad zatim neznamé slozeni MCSs PerVale neobsahujich protein Cvm1.
Vazebny partner proteinu Cvm1 kontakt( PerVale také dosud nebyl nalezen, stejné jako vazebni
partnefi dalSich proteinl kontaktnich mist, viz Pex34 v MCSs PerMit, Pex3 tvofici VAPCONS ¢i
dalsi slozky komplexu Inp1-Pex3.

Aktualni studie, napf. Bisinski et al. (2022), Casler et al. (2024), Alsayyah et al. (2024) se také
intenzivné zabyvaji funkci MCSs a potvrzuji, Ze MCSs hraji dllezitou roli v homeostéaze lipid

a bunééném metabolismu.
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