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Abstrakt

Cilem bakaléiské prace je shrnout soucasné poznatky o vyskytu a druzich strukturnich
mikrodomén v plasmatické membrané u jednobunécnych eukaryot (kvasinek) a v bunikach savci,
vcetné Cloveka. Prace charakterizuje jednotlivé typy mikrodomén, jejich formovani, regulaci a
slozeni. Déle se zabyva vztahem mezi konkrétnimi typy mikrodomén a transportnimi proteiny v
plasmatické membrang. Je charakterizovana lokalizace transportérti do mikrodomén a tloha téchto
mikrodomén v regulaci transportérii zivin a iontii za fyziologickych podminek. Dal§im cilem
bakalarské prace je poskytnout piehled o rolich mikrodomén v odpovédi na stresové podminky.
Prace také dava prehled a popisuje nékteré soucasné metodické postupy a jejich mozné vyuziti pti
zkoumani proteinového slozeni a funkci mikrodomén. Zvlastni pozornost je vénovana metodam
vyuzivajicim fluorescenéni proteiny, vcetné kratké charakteristiky vybranych fluoroford, které se

pouzivaji pti studiu mikrodomén.

Kli¢ova slova: eukaryotni buiika, plasmatickd membrana, mikrodoména, regulace transportéra,

fluorescencni protein



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to summarize current knowledge about the occurrence
and types of structural microdomains in the plasma membrane of unicellular eukaryotes (yeasts)
and mammalian cells, including humans. The thesis characterizes individual types of
microdomains, their formation, regulation, and composition. It further explores the relationship
between specific types of microdomains and transport proteins in the plasma membrane. The
localization of transporters within microdomains and the role of these microdomains in regulating
the transport of nutrients and ions under physiological conditions is described. Another goal of the
thesis is to provide an overview of the role of microdomains in response to stress conditions. The
thesis also reviews and describes some current methodological approaches and their possible
applications in the investigation of the protein composition and functions of microdomains.
Special attention is given to methods utilizing fluorescent proteins, including a brief

characterization of selected fluorophores used in the study of microdomains.

Key words: cukaryotic cell, plasma membrane, microdomain, regulation of transporters,

fluorescent protein
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Seznam zkratek

AMPK AMP-aktivovana protein kinaza

DAT dopaminovy transportér

DGUC density gradient ultracentrifugation (ultracentrifugace v hustotnim gradientu)
DRM detergent-resistant membrane

FLIM fluorescence lifetime imaging microscopy (mikroskopie zalozend na dob¢

dohasinani fluorescence)

HDL high density lipoprotein (vysokodenzitni lipoprotein)
MCC membrane compartment of Canl

MCP membrane compartment of Pmal

MCT membrane compartment of TORC2

MBCD metyl-B-cyclodextrin

PE fosfatidyletanolamin

PI fosfatidylinositol

PL fosfolipid

PM plasmatickd membrana

PS fosfatidylserin

SILAC stable isotope labeling with amino acids in cell culture (stabilni izotopové znaceni

aminokyselinami v bunééné kultute)
TIRF total internal reflection fluorescence microscopy (mikroskopie s totalnim vnitinim

odrazem fluorescence)

TORC1/2 target of rapamycin complex 1/2



1.Uvod

Pro spravné fungovani a zajisténi homeostazy builky je nezbytna komunikace s vné&j$im
prostiedim. Specifickou organelou, ktera tuto funkci plni, je plasmatickd membrana, ktera jednak
odd€luje obsah buiiky od vnéjsiho prostiedi, a jednak predstavuje misto pro signalni a transportni
systémy bunky. Transportéry plasmatické membrany jsou transmembranové proteiny, které jsou

zodpovédné za transport zivin, iontil a dalSich molekul pfes membranu.

Mikrodomény jsou specifické utvary plasmatické membrany, které se 1isi od okolni membrany
svym proteinovym a lipidovym obsahem, charakteristickou morfologii a biofyzikalnimi

vlastnostmi (Athanasopoulos et al., 2019; Simons & Ikonen, 1997).

Kvasinky jsou jednobunééna eukaryota, jejichZ plasmatickd membrdna obsahuje tfi dosud
charakterizované typy mikrodomén: MCC (membrane compartment of Canl), MCP (membrane
compartment of Pmal) a MCT (membrane compartment of TORC2) (Athanasopoulos et al., 2019;
Malinsky & Opekarova, 2016). Tyto mikrodomény tvofi lateralné oddélené struktury, jez Castecné
mezi sebou komunikuji. Specificky obsah proteini v jednotlivych mikrodoménach poslouzil
k jejich objeveni a umoznuje sledovat jejich vzijemnou lokalizaci v plasmatické membrang
pomoci fluorescenénich znadek (Malinska et al., 2003, 2004). MCP obsahuje H'-ATP4zu Pmal,
ktera vytvati protonovy gradient pres plasmatickou membranu a umoZiuje transport dalSich latek
a iontl pomoci sekundérnich transportérti. Pét permeaz, které k transportu vyuZivaji protonmotivni
silu jsou lokalizovany do MCC (Lanze et al., 2020). Pfitomnost transportéri v MCT zatim nebyla

odhalena.

V buiikkdch mnohobunéénych eukaryot rozezndvame dva typy mikrodomén: planarni lipidové
rafty a miskovité kaveoly (Palade, 1953; Simons & Ikonen, 1997). Plandrni lipidové rafty pfitomné
v ruznych tkanich se lisi svym proteinovym obsahem. Lipidové rafty hraji pravdépodobné
dilezitou roli v komunikaci mezi neurony a gliovymi builkami (Butchbach et al., 2004)
areverznim transportu cholesterolu v perifernich tkanich (Oram & Lawn, 2001), ale stale neni
jednoznaéné urcena uloha raftl v regulaci membranovych transportérii. Miskovité lipidové rafty,
tzv. kaveoly obsahuji nékolik transportért, které se podileji na transportu mastnych kyselin

(Ortegren et al., 2006; Ring et al., 2006) a regulaci urovné glukozy (Ribon et al., 2001).

Tato prace shrnuje nejnovéjsi poznatky o typech, sloZeni a funkcich mikrodomén plasmatické
membrany u kvasinek a zivoCiSnych bunck. Zvlastni pozornost je veénovana lokalizaci
transportnich proteint do téchto mikrodomén a roli, kterou mikrodomény hraji v regulaci jejich

aktivity.



2. Mikrodomény plasmatické membrany

Plasmatickd membrana (PM) pfedstavuje dvourozmérnou fluidni mozaiku (Singer &
Nicolson, 1972), ktera slouzi jako rozhrani mezi bunkou a jejim okolim a je slozena z lipidi,
steroll, proteinti, glykoproteint a glykolipidi. Proteiny a lipidy nejsou homogenné rozprostiené
podél plasmatické membrany, misto toho formuji specifické mikrodomény, diive oznaCované jako
«lipidové rafty» (Simons & Ikonen, 1997). Mikrodomény konaji v buiice fadu dulezitych funket,
jako je napiiklad organizace membrany, transport a segregace membranovych proteini (Léon &
Teis, 2018), zajisténi homeostaze buiiky. Maji vliv na bunécnou signalizaci (Simons & Toomre,
2000), polarizaci buiiky a mohou byt zapojené do virulence patogennich organismil a imunitnich

procest (Rella et al., 2015).

2.1 Plasmaticka membrana kvasinek a savc¢ich bunék

Lipidy PM jsou rozlozené nerovnomérné: na vnitini strané¢ dvojvrstvy jednobunécného
eukaryotniho organismu kvasinky S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae) jsou lokalizovany
hlavn¢ fosfatidyletanolamin (PE), fosfatidylinositol (PI) a fosfatidylserin (PS), zatimco
sfingolipidy jsou hojnéj$i ve vnéjsi vrstvé membrany (Van Der Rest et al., 1995). Podobné
rozlozeni lze pozorovat u savc€ich erytrocytd (Lorent et al., 2020). Na rozdil od PM sav¢i burniky,
kde cholesterol hraje roli hlavni steroidni latky (Langesq et al., 1989), PM kvasinek obsahuje
ergosterol (Zinser et al., 1991). Prostfednictvim interakce mezi steroly a sfingolipidy vznikaji tzv.
uspotfadané («liquid ordered») fazové domény membrany (Hjort Ipsen et al., 1987; J. Wang et al.,
2004; Xu et al., 2001), které¢ jsou separovany od neuspotfaddanych («liquid disordered») casti
membrany, tvofenych prevazné fosfolipidy. Uspofadané domény jsou podstatnymi pro formovani

lipidovych rafti (Simons & Vaz, 2004).

Membranové proteiny podle lokalizace ve dvojvrstvé 1ze rozdélit na integralni a periferni.
Integralni proteiny PM se lokalizuji do mnoha koexistujicich domén, které se ¢aste¢né prekryvaji
(Spira et al., 2012). Typické proteiny nachézejici se v PM jsou napiiklad transportéry (permeazy,
kanaly, ATPazy), proteiny pro transmembranovou signalni transdukci, enzymy a receptory.
Vzhledem k vicebunécné organizaci se sav¢i buniky lisi od kvasinek vétsi diverzitou a specializaci
membranovych proteini. Ale 1 pfesto kvasinky sdileji s mnohobunéénymi eukaryoty velké
mnozstvi homolognich proteind a genti. Proto kvasinka S. cerevisiae je dobrym modelovym
organismem pro studium bunécnych procesti probihajicich i v mnohobunéénych eukaryotech,

vcetné ¢lovéka (Fujita et al., 2003; Laurent et al., 2016).



Na rozdil od savcich bunék, buiiky S. cerevisiae jsou obklopené bunécnou sténou, tvofenou
B-1,3-glukanem, B-1,6-glukanem, manoproteiny a chitinem (Mazan et al., 2006). Zajimavosti je,

ze degradace bunécné stény nepiimo vede k shlukovani proteini PM (Spira et al., 2012).

2.2 Charakteristika mikrodomén

Pro plnéni svych fyziologickych funkci PM je laterdlné organizovana do ruznych
mikrodomén liSicich se svymi biofyzikalnimi vlastnostmi a slozenim (Athanasopoulos et al., 2019;
Frederick R Maxfield, 2002; Simons & Ikonen, 1997). Plasmaticka membrana se organizuje do
mozaiky (patchwork) tvofené ¢etnymi separovanymi doménami. V téchto ¢aste¢né prekryvajicich
se doménach jsou ulozeny membranové proteiny, které jsou bud’ lokalizované do malych shlukii
nebo tvofi «network-like patterns» (Spira et al., 2012). Podstatou membranové mozaiky je
kombinace velkého mnozstvi silnych a slabych interakci mezi lipidy a proteiny (Mueller et al.,
2012). Na rozdil od sav¢ich bunék maji kvasinky velmi pomalou difuzi lipidi (Greenberg &
Axelrod, 1993) a proteini (Valdez-Taubas & Pelham, 2003) v PM, proto mikrodomény v PM
kvasinek jsou vétsi nez v PM zivociSnych bunck. Je to jeden z diivodu pro¢ kvasinky jsou

vhodnym modelovym organismem pro studium mikrodomén.

2.3 Typy mikrodomén a jejich sloZeni

Nejprozkoumanéjsim typem mikrodomén S. cerevisiae je «membrane compartment of
Canl» neboli MCC/eisosom (Obr. 1). Jiz v roce 2003 pomoci oznaceni fluorescentnim proteinem
byly vizualizovany shluky argininové permeazy Canl, které vykazovaly preruSovanou distribuci
v PM a byly asociované s lipidovymi rafty (Malinska et al., 2003). MCC maji charakteristicky tvar
brazdovitych invaginaci (Stradalova et al., 2009) dlouhych cca 200-300 nm, Sirokych 50 nm a 50
nm hlubokych. MCC ptedstavuje mikrodoménu PM obsahujici integralni membranové proteiny,
zatimco eisosom je komplex perifericky asociovanych cytosolickych proteint, které stabilizuji
brazdy PM. MCC/eisosomy jsou imobilni, jsou odlisné od mist endocytdzy a proteiny nachazejici
se v této mikrodoméné jsou chranény pied degradaci a nemohou volné difundovat do zbytku PM
(Grossmann et al., 2008; Walther et al., 2006). Eisosom je tvofen paralognimi proteiny Pill a Lspl,
které nalezi do superrodiny proteini BAR (Olivera-Couto et al., 2011). Proteiny obsahujici BAR
(Bin/amphiphysin/Rvs) doménu jsou znamé svou schopnosti deformovat membranu (Peter et al.,
2004). Organizace MCC zavisi na integrité eisosomu: bunikdm postradajicim protein Pill (pillA)
chybi brazdovité invaginace membrany (Stradalova et al., 2009) a vSechny markery MCC u téchto
bunék jsou rozprostiené homogenné podél PM (Grossmann et al., 2008). Absence Lspl za

laboratornich podminek neovliviiuje morfologii MCC/eisosomii (Walther et al., 2006), ale pfi



hyperosmostickém Soku eisosomy mohou byt tvofeny pouze Lspl dokonce i bez Pill (Vesela et

al., 2023).

Obr. 1: ZjednoduSeny model MCC/eisosomu. Proteiny Pill a Lspl tvoii zlabek PM, Segl
a kinaza Pkh2 reguluje stabilitu eisosomu, SIm2 miZe vystupovat z mikrodomény za stresovych
podminek, Pstl a Ycp4 slouzi k odpovédi na oxidativni stres, Ncel02 je negativnim regulatorem
Pkh2, Punl je sensorem poskozeni bunécéné stény, Sur7 pravdépodobné reguluje uroven PlssPa,
argininova permedza Canl je jednim zpéti symportérli (nejsou zobrazeny) piitomnych

v MCC/eisosomech (Lanze et al., 2020) (pfevzato a upraveno z (Foderaro et al., 2017))

Mikrodoména nazyvajici se «membrane compartment of Pmal» (MCP) je odliSnou
mikrodoménou od MCC (Malinska et al., 2003). Experimentalné stanovené koeficienty prekryti
Pmal a Sur7 (marker MCC) jsou velmi nizké (Obr. 2), coz ukazuje ze MCP a MCC jsou prostorove
oddélené domény PM (Spira et al., 2012). Pmal je esencidlni protonovd ATPé4za typu P, ktera je
zodpovédna za homeostazi cytosolického pH a tvorbu gradientu H' pfes PM, ktery vyuZivaji
sekundarni transportni systémy (Serrano et al., 1986; Young et al., 2024). MCP vykazuje sitovou
morfologii a pokryva vyznamnou ¢ast PM. SuperrozliSovaci mikroskopie odhalila, Ze MCP se
pravdépodobné skladda z izolovanych ohnisek (Malinsky & Opekarova, 2016). Zajimavé je, Ze
koncentrace fosfolipidii a sterolti je stejnd pro MCC a MCP, zatimco MCP ma vétsi obsah
sfingolidipti (van ’t Klooster et al., 2020). Pfi¢inou je to, Ze sfingolipidy obsahujici zbytek mastné
kyseliny s velmi dlouhym fetézcem jsou duleZité pro spravny transport Pmal do PM a formovani

MCP domén (Gaigg et al., 2006).
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Obr. 2: Experimentalné stanovené hodnoty koeficientii piekryti Pmal (marker MCP)
a Sur7 (marker MCC). Piedem zkonstruované kvasinkové kmeny exprimovaly Pmal a Sur7
oznacen¢ fluorescencnimi znackami (GFP nebo RFP). Obrazky vytvorené pomoci TIRMF (total
internal reflection fluorescence microscope) byly upraveny a byl znich vypocten koeficient
prekryti. Kvili tomu, Ze Sur7 a Pmal patfi riznym mikrodoménam jejich koeficient piekryti je

<0.2 (pfevzato a upraveno z (Spira et al., 2012))

Dulezitymi regulatory fyziologie buiiky jsou kindzy TOR (target of rapamycin), které se
shromazd’'uji do dvou multiproteinovych komplexu: TORC1 a TORC2. Zatimco TORCI se
nachdzi pouze v membrané vakuoly, TORC2 definuje zvlastni typ mikrodomén PM zvany MCT.
Tento typ domén predstavuje velmi dynamicka ohniska, ktera se v pribéhu casu mohou
pohybovat, fuzovat a odd€lovat se, objevovat se a mizet (Berchtold & Walther, 2009). MCT
sousedi, ale nikdy se neptekryvaji s eisosomy. Integritu MCT negativné ovliviiuje naruseni
MCCl/eisosomu, zatimco sestaveni MCC/eisosomu nezavisi na ptitomnosti MCT (Bartlett et al.,

2015).

V zivociSnych buiikéch jsou dobfe charakterizovanym typem membranovych mikrodomén

Vv oW

tzv. lipidové rafty (Simons & Ikonen, 1997), které jsou v odborné literatufe dosud bézné takto

oznacovany (Levental et al., 2020). Jsou to submikroskopické membranové domény bohaté na
5



sfingomyelin, cholesterol a GPI-vazané proteiny. Jejich vlastnostmi jsou rezistence vuci
detergentlim, rigidni struktura ve srovnani s okolni membranou a asociace s cytoskeletem. Tvorba
a stabilita lipidovych raftd je zajiSténa specifickymi lipid-lipid, lipid-protein a protein-protein
interakcemi (Pralle et al., 2000; Simons & Gerl, 2010). Lipidové rafty jsou obohaceny o lipidy,
které¢ obsahuji dlouhé saturované alifatick¢ fetézce. Cholesterol v PM ma vyssi afinitu
k saturovanym lipidim s velkymi hlavickami a niz$i afinitu k polynenasycenym lipidim (Engberg
et al., 2016). Experimentalné bylo prokazano, ze cholesterol preferencné interaguje s konkrétnimi
typy fosfolipidii (PL): saturované¢ molekuly fosfatidylcholinu (PC) maji vyznamné nizsi afinitu
nez molekuly sfingomyelinu (SM), které na zaklad¢é funk¢nich skupin jsou schopny tvorit veétsi
mnozstvi intra- a intermolekularnich vodikovych vazeb nez PC (Lonnfors et al., 2011). Velikost a
slozeni raftu zévisi na prostfedi bunééné membrany (Simons & Sampaio, 2011). Dulezitym
aspektem fungovani raftii je dynamicka regulace jejich slozeni. Tteba posttranslaéni modifikace
proteinii mize stimulovat nebo inhibovat afinitu lipidovych rafti (Levental & Veatch, 2016).
Charakteristickym ptipadem je palmitoylace, kterd je nezbytnd pro lokalizaci nékterych

integralnich a perifernich proteini do lipidovych rafti (Levental et al., 2010).

MJS Caveolin 'gDFloti[lin lgf Phosphoglycerides x Long chain sphingolipid Veery long chain sphingolipid %}holeslml

Obr. 3: Model planarniho lipidového raftu (vlevo) a miskovité kaveoly (vpravo).
Zatimco nejvice zastoupenym integralnim proteinem planarnich rafta je flotillin (Rajendran et al.,
2007; Salzer & Prohaska, 2001), hlavnim strukturnim proteinem kaveol je kaveolin (CAV-1)
(Parton et al., 2006), ktery vytvaii invaginace v PM. (pfevzato z (Gari¢ et al., 2019))



Kaveoly jsou specifickym typem lipidovych rafta, které, na rozdil od planarnich rafti (Obr.
3), maji typicky morfologicky znak — tvofi malé (60—80 nm) invaginace PM ve tvaru misky
(Palade, 1953). Tento typ mikrodomén je pfitomen ve vétSing typt savcich bun¢k (Trushina et al.,
2006). Hlavnimi proteinovymi slozkami kaveol jsou kaveoliny a kaviny. Kaveoliny jsou
esencialnimi molekulami pro tvorbu invaginaci (Parton et al., 2006). Sestaveni kaveoly zahrnuje
tranzit kaveolinu 1 (CAV-1) pfes sekre¢ni drahu a nékolik oligomeriza¢nich krokl. Na konci
formace mikrodomény kaviny, které jsou na rozdil od kaveolinti perifernimi proteiny, stabilizu;ji
tvar kaveoly (Hayer et al., 2010). Oligomerizace kaveolinu a formovani nové kaveoly probiha v
raftovych doménach obohacenych cholesterolem. Kaveoliny jsou vazany na molekuly
cholesterolu (Murata et al., 1995). Deplece cholesterolu zptisobi absenci kaveol v membrang, a
tim padem dochazi k naruseni procesti bunécné signalizace (Dreja et al., 2002; Parpal et al., 2001).
Pomoci ultracentrifugace v hustotnim gradientu (DGUC) byly rozliSeny tii subtypy kaveol: VHD
(very high density), HD (high density) a LD (low density). Spoleénym pro vSechny subtypy je
pritomnost kaveolinti, avSak subtypy kaveol se li§i hustotou, pfimosti nebo absenci nékterych

membranovych proteind a koncentraci cholesterolu (Ortegren et al., 2006).

2.4 Experimentalni pristupy ke zkoumani mikrodomén PM

Lipidové rafty byly prvnim typem mikrodomén, které byly aktivné studovany (Simons &
Ikonen, 1997). Rafty je velice obtizné studovat in vivo kvili jejich vysoce dynamickému
charakteru, malému rozméru a kratké dobé& pretrvavani (Levental & Veatch, 2016). Proto vyzkum
téchto mikrodomén je v podstaté zaloZen na membranovych modelech a na izolovani lipidovych
raftd z bundéné PM. Siroce vyuzivanou metodou pro jejich izolaci a analyzu je solubilizace
pomoci chladnych neionickych detergentd (nejéastéji Triton X-100 pii 4°C). Pii této metode
vznikéd faze odolnd k detergentim tzv. «detergent-resistant membrane», neboli DRM, ktera je
bohaté na cholesterol, sfingolipidy a n€které membranové proteiny. Hlavni problém této metody
je vSak vtom, Ze DRM byla chybné ztotoZnéna s lipidovymi rafty, které jsou tvofeny «liquid
ordered» fazi membrany, bohatou na cholesterol a sfingolipidy (Munro, 2003). SloZeni izolované
DRM je odlisné od nativniho slozeni Zivé buniky z nékolika pficin (Lichtenberg et al., 2005).
Naptiklad zavislost fazového chovéani lipidd je velmi senzitivni, co se tyce teploty nebo
pritomnosti detergenti. Proto sniZeni teploty membrany, stejné¢ jako interakce detergenti a

membrany, mize indukovat alteraci organizace PM (Levental et al., 2020).

Césteéné prekonat problém kontaminace DRM neraftovymi proteiny pomohla aplikace
metody kvantitativni proteomiky zvané SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell
culture) (Ong et al., 2002) v kombinaci s latkou naruSujici cholesterol. Metoda spociva v tom, ze

polovina bunék roste v kultivacnim mediu s pifesné¢ danym nizkym obsahem izotopove znacené
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esencialni aminokyseliny. Ve vysledku kazdy proteinovy fetézec v bunkach dané kultury pak
obsahuje izotopovou znacku. U druhé neoznacené poloviny bunék pouzitim MBCD (metyl--
cyclodextrinu) je indukovana deplece cholesterolu. Kvili tomu Ze cholesterol je esencialni pro
integritu membranovych rafti, buiikky bez cholesterolu postradaji rafty (Kabouridis et al., 2000).
Pak jsou ob¢ populace bun¢k smichany a pomoci metody solubilizace popsané vyse jsou izolovany
fragmenty DRM. Proteiny, které byly soucasti raftl, vykazuji vyssi tézké:lehké poméry SILAC,
zatimco u ostatnich proteini tento pomér je blizko 1 (Foster et al., 2003; Zheng & Foster, 2009).

Grown with normal Leu (red) Grown with LeuD3 (blue)

i1 Cholesterol-rich rafts

M1l i -
I |H| l|'| Non-raft membrane

Methyl-B—cyclodextrin, U, Mitochondrial membrane
filipin or nystatin No treatment

Density gradient centrifugation
to isolate low density fraction
and enrich rafts

Lyse cells in 1% Triton X-100
Combine lysates

Solubilize

Tryptic peptides

Obr. 4: Schéma izolace fragmenti DRM a membranovych proteini. U bun¢k u nichz
proteiny nebyly oznacené izotopem (Cervené€) je indukovéna deplece lipidovych rafti pomoci
aplikace latky naruSujici cholesterol. U bunék rostoucich na mediu s izotopové znacenou
aminokyselinou jsou oznaceny vSechny proteiny (modfe). Buiiky jsou smichany dohromady a
pouzitim detergentl jsou izolovany frakce DRM, ze kterych pak pomoci trypsinu jsou pfipraveny
peptidy. Konkrétni peptid je soucasti lipidovych rafti, pokud ma vysoky pomer

oznacenych:neoznacenych molekul (pfevzato z (Foster et al., 2003))
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U kvasinek byly mikrodomény MCC a MCP objeveny metodou znaceni proteinovych
markert fluorescen¢ni znackou a naslednou vizualizaci. Pomoci transformaci integracnich kazet
obsahujicich GFP (green fluorescent protein) nebo RFP (red fluorescent protein) byly
zkonstruovany kmeny S. cerevisiae s fluorescenéné znacenymi markerovymi proteiny MCC a
MCP. Pak pomoci laseru nastavené¢ho na vinovou délku excitatniho maxima GFP nebo RFP byla
vizualizovana lokalizace oznacCenych proteinti pomoci konfokalniho mikroskopu. Nasledné
stejnou metodou byla objevena fada dalSich proteint, které jsou soucasti prislusnych mikrodomén
(Malinska et al., 2003; Malinska et al., 2004). V soucasnosti je k dispozici plejada riiznych
fluorescencnich proteintl jako naptiklad mCherry a mRuby (Cervené fluorescencni proteiny), YFP
(yellow fluorescent protein) (Luo et al., 2008) ¢i CFP (cyan fluorescent protein) (O’Connell &
Tamkun, 2005; Rosa et al., 2023; L. Wang et al., 2015). Ptiklady fluorescencnich proteini
pouzivanych v soucasné¢ dobé pro studium mikrodomén jsou uvedeny v Tab. 1. Metoda znaceni
fluorescen¢ni znackou se vyuziva nejen ke studiu mikrodomén kvasinkovych bunék, ale také
mikrodomén rostlinnych napt. (L. Wang et al., 2015) a zivociSnych bun€k napt. (O’Connell &
Tamkun, 2005; Rosa et al., 2023).

Néazev Aex Aem Jas Doba maturace

[min]
ECFP 434 ‘ 13,0 49
EGFP 488 507 33,5 25
mNeonGreen 506 517 92,8 10
Hyperfolder YFP 514 529 71,7 21
mRuby 39,2 168
mRFP1 12,5 60
mCherry 15,8 15

Tab. 1: Srovnani excitanich (Aex) a emisnich (Aem) vinovych délek, jasu a doby
maturace vybranych fluorescenénich proteinii. Data byla ziskdana z online datab4dze FPbase

(www.fpbase.org)

Dalsi metoda pro pochopeni funkci mikrodomén je zaloZena na indukci bunééného stresu
a nasledné detekci zmén ve struktufe mikrodomén vyvolanych stresovymi podminkami. Jako
piiklad muaze slouzit analyza mechanosenzitivni funkce kaveol. HeLa bunky byly vystavené
hypoosmotickému Soku a protazeni membrany. Strukturni protein kaveol CAV-1 oznaceny GFP
znackou byl pak detekovan pomoci FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy) a TIRF
(total internal reflection fluorescence microscopy) (Sinha et al., 2011). Za stresovych podminek se

kaveoly vyrovnavaji, ¢imz poskytuji PM dodate¢nou plochu (Sinha et al., 2011). Strukturni
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proteiny pfitom vystupuji z mikrodomény a zvySeny obsah proteinit CAV-1 voln¢ difundujicich
v membrané lze pozorovat pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Sinha et al., 2011). Timto
zpisobem byla prokdzéna hypotéza, ze kaveoly slouzi jako membranové rezervoary, které

prispivaji k regulaci mechanického napéti membrany (Sens & Turner, 2006).

2.5 Formovani a regulace mikrodomén

Pro zajisténi homeostaze buika reguluje tvorbu, slozeni, lokalizaci, velikost a tvar

mikrodomén.

Eisosomy jsou cytoplasmatické proteinové komplexy lokalizované ve specializovanych
doménach MCC v PM kvasinek (Obr. 1) (Moreira et al., 2009). Eisosomy nevznikaji délenim jiz
existujicich domén, misto toho se formuji de novo v membranach pupent, které dosahly urcité
kritické velikosti. Mnozstvi proteinu Pill hraje hlavni roli v regulaci velikosti a umisténi eisosomu
(Moreira et al., 2009). Snizeni mnozstvi proteinu Pill vede k redukci poctu eisosomtl v membrané
beze zmény jejich délky, coZ ukazuje, Ze MCC/eisosom musi mit ur¢itou minimalni velikost.
Nadbytek tohoto proteinu stimuluje riist eisosomil, zatimco jejich hustota v PM ziistava stejnd, coz
sveéd¢i o omezeném poctu nukleacnich mist (Moreira et al., 2009). Zatimco poloha MCC/eisosomu
je staticka, hloubka domény se mize meénit. Napiiklad ztrata protonového gradientu pies PM
zpisobuje nabobtnani buiiky, coz zvySuje membranové napéti. V disledku se eisosomy zplost'uji
a transportéry nutrientil (napf. Canl) opoustéji MCC a podléhaji endocytéze (Appadurai et al.,
2020). Na regulaci sestaveni a rozloZzeni MCC/eisosomu se podileji nékteré membranové proteiny
pattici do této mikrodomény a nckteré lipidy v PM. Bylo prokazano, Ze Pill/Lspl samy o sobé
mohou formovat tubuly v lipozomech in vitro (Karotki et al., 2011). V pfipadé formovani
eisosomu in vivo invaginace membrany ma tvar ptlvalce (Karotki et al., 2011). Formovani domény
zaCind navazanim proteinu Segl, ktery ohybda membranu a tim pfipravuje misto pro vazbu
Pill/Lspl (Moreira et al., 2012). Lokalizace proteinu Ncel02 do MCC zavisi na pfitomnosti
sfingolipidi (Obr. 5) (Frohlich et al., 2009). Sestaveni MCC/eisosomu in vivo zavisi také na
ptitomnosti P1(4,5)P> v PM (Karotki et al., 2011).
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Obr. 5: Interakce mikrodomén MCC a MCT. Pii absenci sfingolipidi vystupuje Ncel02
z MCC a tim pfestava inhibovat kinazy Pkh1/2, které jsou soucasti mikrodomény (Frohlich et al.,
2009). Pkhl/2 vtomto piipadé hyperfosforyluje Pill a dochdzi k rozlozeni MCC/eisosomu
(Walther et al., 2007). Protein SIm1/2 opousti MCC/eisosom a ptesouva se do MCT a kde aktivuje
komplex Tor2 (Niles et al., 2014). Aktivovany TORC2 fosforyluje kinazu Ypkl, kterd pak
fosforyluje a deaktivuje proteiny Orm, ¢imz usnadiiuje syntézu fosfolipidii pro obnoveni PM

(Berchtold et al., 2012). (pfevzato a upraveno z (Douglas & Konopka, 2014))

Vznik MCP zalina tim, z¢ monomery H'-ATPazy Pmal se sestavuji do hexamert
v membrané¢ ER (Young et al., 2024) (viz. (Obr. 6b), kap. 3.1), pro jejichz formovani jsou
esencialni sfingolipidy (Lee et al., 2002). Hexamery Pmal pak pomoci COPII vacka obsahujicich
proteiny Expl nebo Lstl jsou transportovany do Golgiho aparatu (Obr. 6b) (Geva et al., 2017).
Pro transport do PM je zapotiebi asociace oligomerizace Pmal, kterd je zavisla na pfitomnosti
sfingolipidll obsahujicich zbytky mastnych kyselin s velmi dlouhym (26C) acylovym fetézcem
(Gaigg et al., 2005). Krom¢ toho je pro transport hexameri Pmal do PM dilezitd asociace
transportérii s lipidovymi rafty v Golgiho aparatu (Obr. 6b) (Bagnat et al., 2001). Z toho je vidét
ze syntéza Pmal, a proto i MCP, je regulovéana syntézou sfingolipidi. Membranovy kompartment

Pmal je stabilni v ¢ase. Formovani a stabilita MCP je nezédvisla na soucastich cytoskeletu
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(Malinska et al., 2004). Na rozdil od Canl, Pmal je lokalizovan pouze v MCP a nemiize

difundovat do zbytku PM (Bianchi et al., 2018).

Lokalizace TORC2 do PM je esencialni pro zivotaschopnost kvasinkové bunky (Berchtold
& Walther, 2009). Pro spravnou lokalizaci a/nebo funkci TORC2 je nezbytny C-konec proteinu
Avol (Berchtold & Walther, 2009). U kvasinek MCT ptedstavuji velmi pohyblivé utvary. Kazda
mikrodoména je slozenéa z né¢kolika proteinovych komplexii Tor2 (Athanasopoulos et al., 2019).
TORC2 obsahuje Sest podjednotek sestavenych do 1,4 MDa romboedru (Karuppasamy et al.,
2017). O regulaci MCT a TORC2 je zatim znamo velmi malo. Dulezitym mechanismem regulace
TOR aktivity miize byt oligomerizace TORC2 (Wullschleger et al., 2005). MCT je regulovana
v zavislosti na ristovych podminkach: membranovy stres, vyvolany bud’ protazenim membrany
nebo inhibici syntézy sfingolipidl, zplsobuje ptemisténi SIm1/2 z eisosomil do MCT, coz aktivuje

TORC2 (Obr. 5) (Niles et al., 2014).

Jak je zminéno v kapitole 2.3, membréna sav¢i buitkky obsahuje stovky lipidovych subtypt,
z nichZ nékteré preferenéné mezi sebou interaguji, coz zpusobuje heterogenni stav dvojvrstvy.
Formovani a regulace velice dynamickych lipidovych rafti je zaloZzeno na biofyzikélnich
vlastnostech PM. Razné typy PL umoznuji segregaci PM zivé buitkky do dvou kapalnych fazi:
obohacené nesaturovanymi lipidy a tedy vice tekuté «liquid disordered» (Ld) faze, a bohaté na
cholesterol a saturované lipidy, tj. méné tekuté «liquid ordered» (Lo) faze. Lo faze je v zivych
bunikach Casto ztotoznovana s lipidovymi rafty. Z vySe napsaného vyplyva, ze regulace tvorby
lipidovych raftd je predev§im zalozena na zménach lipidové kompozice PM. Kvtili obtiznosti, co
se tyCe zkoumani raftd v Zivé buiice, regulace téchto mikrodomén je studovana na membranovych
modelech. Napftiklad pokusy in vitro na unilamelarnich a gigantickych lipozomech ukazaly, Ze
ztrata asymetrie membranové dvojvrstvy a snizeni teploty muze indukovat syntézu lipidovych
raftd (Kaiser et al., 2009; St. Clair et al., 2020). Ale otazka relevance zjisténych informaci pro zivé

buriky je diskutabilni.

Tvorba kaveoly v membrané Zivoc¢isnych bunék zacind syntézou a oligomerizaci proteinu
CAV-1 v ER a naslednym transportem oligomera ptes COPII vacky do Golgiho aparatu (Hayer et
al., 2010). Urove cholesterolu jednak reguluje syntézu CAV-1 na trovni transkripce (Hailstones
et al., 1998) a zaroven reguluje vystup oligomert CAV-1 z Golgiho aparatu (Pol et al., 2005).
Formovéni invaginace probiha v disledku interakce oblasti PM obohacenych CAV-1 s kaviny
(Parton et al., 2021). PficemZ kaviny jsou esencialnimi pro syntézu kaveol, jejich maturaci a
stabilizaci (Hill et al., 2008; Liu & Pilch, 2008). Protahovani membrany indukuje reverzibilni
zplosténi kaveol (Gervasio et al., 2011). Dilezitou roli v organizaci kaveolovych invaginaci hraje

cytoskeleton. Nadbytek kortikdlnich aktinovych filamenti brani formovani invaginaci PM
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(Echarri & Del Pozo, 2015). Disrupce aktinovych vlaken pomoci cytochalasinu D nebo jejich
depolymerizace pomoci latrunculinu A podporuje formovani jednotlivych kaveol a tzv.
kaveolovych rozet. Depolymerizace mikrotubulti pomoci nocodazolu az dvakrat zvysSuje Cetnost

kaveol v PM (Mundy et al., 2002).

3. Transportéry asociované s mikrodoménami

Transportéry zivin a iontd jsou klicové proteiny pro udrzovani homeostdze zivé buiky.
V zévislosti na typu konkrétniho transportéru mohou plnit rizné funkce: udrzovani stabilniho
vnitrobunééného pH, regulace vymény molekul a ionti mezi bunkou a okolim, zachovani
optimalni koncentrace zivin uvnité bunky, interakce s okolim a odpovédi bunky na stresové
podminky. Pro efektivni plnéni svych funkci jsou transportéry ¢asto lokalizovany do mikrodomén,
které tvoii specifické prosttedi PM usnadiiujici regulaci ptenaSecli, ¢imz zvySuji efektivitu

membranového transportu (Spira et al., 2012).

3.1 Typy transportéri a jejich lokalizace v mikrodoménach PM

Dosud nebyla odhalena pfitomnost transportéri v MCT, zatimco MCC/eisosomy obsahuji
hlavné transportéry rodiny APC (amino acid-polyamine-organocation family). Vyjimkou je
uracilova permeaza Fur4, pattici k NCS1 rodiné (nucleobase:cation symporter-1 family) (Lanze et
al., 2020; Malinska et al., 2004). Objeveni a pojmenovani MCC bylo spojeno s pozorovanim
klastrii argininového transportéri Canl (Malinska et al., 2003). Pomoci fluorescen¢niho znaceni a
méteni kolokalizace proteinu se znacenym markerem mikrodomény byly nalezeny dalsi
transportéry MCC/eisosomit: Uracil-H" symportér Fur4, Trp nebo Tyr-H' symportér Tat2, Lys-H"
symportér Lyp1l a Met-H" symportér Mup1 (Grossmann et al., 2007; Malinska et al., 2004; Moharir
et al.,, 2018). Stejnou metodou bylo odhaleno, Ze Pmal a Canl tvofi prostorové oddélené
kompartmenty (Malinska et al., 2003). Aktivita v§ech permeéz eisosomu je zavisla na protonovém
gradientu, ktery vytvaii Pmal. I piestoze kvasinka S. cerevisiae je schopna syntézy vSech L-
aminokyselin potfebnych pro syntézu proteint (Ljungdahl & Daignan-Fornier, 2012), kvasinkova
burika stale potiebuje transportéry APC. Transport z okoli je ve srovnani se syntézou de novo
energeticky vyhodnéjsi a rychlej$i moznost, coz umoziuje kvasinkam Setfit energii v prostiedi

bohatém na aminokyseliny.

Pmal (plasma membrane ATPase) je esencidlnim a nejpocetnéjSim proteinem PM
kvasinkové bunky, tvoii 20% proteinového obsahu membrany (Serrano et al., 1986). Je to tzv.
housekeeping ATPaza typu P3A, kterd pumpuje H' ven a tim udrzuje stalé intracelularni pH a
vytvaii elektrochemicky protonovy gradient, jehoz vyuzivaji sekundarni transportéry pro aktivni
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transport zivin. Aminokyselinova sekvence Pmal obsahuje useky, které¢ jsou homologni jak k
bakterialni K*-ATPaze, tak k Na"/K'- a Ca**-ATP4azam Zivo¢iiné buiiky (Serrano et al., 1986).
Pmal je asociovana s lipidovymi rafty, coz usnadiiuje transport ATPazy na povrch buiiky (Obr.
6b) (Bagnat et al., 2001). Pomoci kryoelektronové mikroskopie (cryo-EM) s vysokym rozliSenim
bylo objeveno, Zze Pmal tvoii hexamér, ktery uvniti obsahuje uspotradané lipidy (Obr. 6a) (Zhao et
al., 2021). Aktivita Pmal je regulovana autoinhibici, coz napomaha bunce Setfit energii (Pmal
konzumuje minimalné 20% celkového ATP buiiky) (Cyert & Philpott, 2013). Autoinhibice spociva
v konformacni zméné R-domény C-konce Pmal (Obr. 6a)), coz omezuje Cerpani protont. K
opétovné aktivaci dochazi naptiklad pii detekci glukézy: kindzy kvasinek fosforyluji
aminokyselinové zbytky Ser a Thr R-domény, dochézi k ndvratu nativni konformace enzymu a tim

k obnoveni jeho aktivity (Heit et al., 2021).
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Obr. 6: Model hexameru Pmal vytvoreny na zakladé kryoelektronové mikroskopie a
transportni draha Pmal z ER do PM. a) i, ii Cryo-EM mapy hexameru Pmal v aktivnim a
autoinhibi¢nim stavu s lipidy uprostied. iii, iv Atomarni modely podjednotky Pmal v aktivnim a
autoinhibi¢nim stavu. Podstatou autoinhibice je navazani R-domény (helix-i) C-konce (Cerven¢)

na P-doménu (fialov¢) (pievzato z (Zhao et al., 2021)) b) Sestaveni Pmal do hexameri probiha v
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ER, odkud jsou proteiny pomoci COPII vackul transportovany do Golgiho aparatu. Po asociaci s

lipidovymi rafty jsou hexamery doruceny do PM, kde tvoti MCP (pfevzato z (Young et al., 2024))

V zivocisnych buiikach detekce transportérti v planarnich lipidovych raftech je obtizna,
jelikoz riizné metody izolace maji rizny proteinovy obsah. V pifipadé vyuziti chladnych
detergentli, obsah proteinti zavisi na konkrétni pouzité latce. Izolacni metody bez pouziti
detergentl maji také svou urcitou uroven selektivity (Klappe et al., 2009). Bylo ziskano nasledujici
potadi selektivity (od nejvyssiho po nejnizsi): Triton X-100 — detergent-free metody — Lubor WX
(Klappe et al., 2009). Naptiklad DRM izolovan4d z makrofagli pomoci Lubor WX obsahuje
transportér ABCAL, ktery ale neni pfitomen v DRM izolované pomoci Triton X-100 (Drobnik et
al., 2002). AvSak DRM izolovana z fibroblasti pomoci Lubor WX neobsahuje ABCAI1. To
ukazuje, Ze nejen pouziti riznych detergentd, ale i typ bunécné kultury ma vliv na proteinovy
obsah lipidovych rafti (Klappe et al., 2009). Tento transportér hraje dilezitou roli v reverznim
transportu cholesterolu: v perifernich tkanich ABCAI1 transportuje bunécny cholesterol a
fosfolipidy do Apolipoproteinu A1l a tim tvoii HDL (Oram & Lawn, 2001). Experimenty ukazaly,
ze P-glykoprotein (Pgp), protein patfici stejné¢ jako ABCA1 do rodiny ABC, zprostiedkovava
aktivni pfesun cholesterolu z cytosolické do exoplasmatické vrstvy PM, coz miize v kooperaci
s aktivitou ABCA1 usnadnovat vystup cholesterolu z buiiky (Garrigues et al., 2002). Krom¢ toho
se predpoklada, ze redistribuce cholesterolu hraje roli ve stabilizaci lipidovych rafti (Garrigues et
al., 2002). Pgp, kédovany genem MDR1 (multidrug resistance protein 1), se podili na transportu
Siroké Skaly rtiznych hydrofobnich nebo amfifilnich molekul, véetné¢ mnoha cytotoxickych
xenobiotik (Gottesman et al., 1996). Zavislost aktivity Pgp na pfitomnosti cholesterolu a
kolokalizace Pgp s markery lipidovych raftii v epitelidlnich bunkach tlustého stieva svédci o
asociaci Pgp s timto typem mikrodomén (Ehehalt et al., 2006). N&které transportéry z rodiny
EAAT (excitatory amino acid transporters) jsou lokalizovany v lipidovych raftech astrocytii a
neurond (Butchbach et al., 2004). Jejich funkci je vychytavani glutamatu, hlavniho excitacniho
neurotransmiteru, ze synaptické $térbiny, aby bylo zabranéno nadmérmné excitaci neuronti (Amara
& Fontana, 2002). Pro ukazani pfitomnosti transportért EAA1-4 v mikrodoménach bylo pouzito
nékolik metod veetné deplece cholesterolu a izolace DRM pomoci riznych detergentii (Butchbach
et al., 2004). V primarnich neuronech mozkového kmene je s lipidovymi rafty asociovan
transportér GLY T2, jehoZ funkci je vychytavani molekul glycinu ze synaptické Stérbiny (Nufiez et
al., 2008). V somatickych vybézcich ciliarnich neuroni je asociace a7nAChR (a7-subunit
nicotinic acetylcholine receptor) s lipidovymi rafty zdsadni pro udrZovani a prostorové uspotadani
receptorti (Brusé et al.,, 2001). Deplece cholesterolu zplisobuje fragmentaci velkych klastri

o7TnACh receptoru do mikroklastrii rozptylenych po celém vybézku (Brusé et al., 2001).
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Kaveoly jsou dilezitymi mikrodoménami pro transport mastnych kyselin a glukozy. Hlavni
proteinovy komponent kaveol CAV-1 ma schopnost s velkou afinitou saturacné vézat mastné
kyseliny, coz je podstatou pro transport a ulozeni mastnych kyselin v buiice (Trigatti et al., 1999).
Postprandialni hladina mastnych kyselin v krvi u mysi postradajici CAV-1 (cav-1A) je dvakrat
vys$$inez u mysi s funkénim CAV-1(Razani et al., 2002). Kromé toho CAV-1 stabilizuje na povrchu
buniky protein FAT/CD36 (fatty acid translocase) dilezity pro transport mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem. U bunék postradajicich CAV-1 se nachazi FAT/CD36 vylu¢né intracelularné
a pfijem mastnych kyselin je redukovan na 61% (Ring et al., 2006). Bylo prokazano, Ze
specifickymi misty pro pfijem mastnych kyselin s dlouhym feté¢zcem jsou HD (high density)
kaveoly, jelikoz obsahuji transportni proteiny FATP1 a FATP4 (Ortegren et al., 2006). FATP1 a
FATP4 jsou acyl-CoA ligazy preménujici mastné kyseliny na acyl-CoA, ktery nemtize opustit
buiiku. Za neptitomnosti inzulinu kaveoly slouZzi také jako zasobarny glukoézového transportéru
GLUT4 regulovaného inzulinem, coz pomahda regulovat urovenn glukézy (Ribon et 1., 2001).
Pomoci immunogold labelingu a transmisni elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze cca. 85%
vSech GLUT4 se nachazi v kavoelach, pficemz inzulin, ktery indukuje vystup GLUT4 z kaveol,
zvySuje mnozstvi GLUT4 v PM mimo kaveoly jenom 2,2krat (Karlsson et al., 2002). Navic bylo
zjisténo, ze deplece cholesterolu pomoci B-cyclodextrinu vyvolavé destrukci kaveol a tim padem

se tukové bunky (adipocyty) stavaji rezistentnimi k inzulinu (Parpal et al., 2001).

3.2 Jak mikrodomény reguluji transportéry

Dosud bylo zji§téno, Ze transportéry jsou lokalizovany do mikrodomén z n¢kolika divodi:
a) Stabilizace transportéru v MCC/eisosomu

Bylo prokazéano, ze endocytéza z PM kvasinky probihd mino MCC/eisosomy (Grossmann
et al., 2008). MCCl/eisosomy slouzi jako skladist¢ pro transportéry a diky svym biofyzikalnim
vlastnostem stabilizuji transportéry v inaktivnim stavu a brani vystupovani transportérii do zbytku
PM (Bianchi et al., 2018; Busto et al., 2018). Lokalizace a vystup transportéru z mikrodomény
zavisi na konformac¢nim stavu transportéru (Busto et al., 2018). V pfitomnosti substratu transportér
podléhd konformacni zméné, coz vede k tomu, Ze transportni protein opousti mikrodoménu,
difunduje do vice fluidni ¢asti membrany a zahajuje importni aktivitu (Bianchi et al., 2018; Busto
etal., 2018). V piipadé¢ aminokyselinového transportéru Canl bylo zji§téno, Ze zména konformace
umoziuje navazani arrestin-related trafficking adaptoru (ART) na N-konec transportéru (Gournas
et al., 2017). Poté protein podléha ubikvitinaci pomoci ubikvitin ligdzy Rsp5, coz vede
k endocytdze a degradaci transportéru (Gournas et al., 2017). APC transportéry musi byt strukturné

flexibilni pro zajiSténi importni aktivity, ale zaroveit musi byt chranény pied degradaci (Moharir
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et al.,, 2018). Piesdhnout tento problém pomahaji MCC/eisosomy: udrzuji transportéry

v inaktivnim stavu a zabraiuji tak jejich nadbyte¢né degradaci a syntéze (Mobharir et al., 2018).
b) Omezeni poctu transportéru v eisosomech

MCC/eisosomy maji omezenou kapacitu pro transportéry: pfi nadmérné expresi permedzy
pro uracil Fur4-GFP, se protein lokalizuje viné¢ MCC/eisosomii (Moharir et al., 2018). Lze také
pozorovat zesileni signdlu ve vakuolach, coz ukazuje, ze vné mikrodomény transportér podléha
endocytoze (Moharir et al., 2018). Omezeni poctu transportérit v MCC/eisosomech spolu s faktem,
ze transportéry APC ptitomné v MCC/eisosomech vyuzivaji k importu substratu protonovy
gradient (Bianchi et al., 2019), naznacuje ulohu MCC/eisosomtll ve vyrovnavani exportu protona
pumpou Pmal a importu protonti sekundérnimi transportéry (Moharir et al., 2018). Kromé toho
prilis vysoka celularni koncentrace né¢kterych nutrienti, jako jsou aminokyseliny, mize byt pro
bunku toxicka (Kaur & Bachhawat, 2007; Watanabe et al., 2014), ¢emuz bunka brani omezenim

pocth transportértt v PM.
¢) Odpoved’ bunky na zmény podminek

Pii zvySeni extracelularntho pH asniZzeni protonového gradientu pies PM dochazi
k vystoupeni APC transportért z MCC/eisosoml a rychle endocytéoze (Moharir et al., 2018).
Redukce protonového gradientu také vede ke zvyseni aktivity Pmal, coz ma za nasledek pokles
koncentrace buné¢ného ATP a fosforylace AMP-dependentni kinazy (AMPK). Zatimco ptitomnost
substratu reguluje vystup z mikrodomény konkrétniho transportéru, bylo prokdzano, ze aktivni
AMPK piispiva k remodelaci celého MCC/eisosomu, a to nejspiSe fosforylaci proteinti Pill a Lsp1
(Moharir et al., 2018).

Zména membranového potencidlu také ovliviiuje sloZzeni MCC/eisosomi (Grossmann et al.,
2007). Bylo prokazano, Zze pii depolarizaci PM pomoci FCCP (karbonylkyanid-p-
trifluoromethoxyfenylhydrazon) nebo pomoci externiho elektrického pole transportéry pfitomné
v MCCl/eisosomech vystupuji z mikrodomény, pti¢emz protein Sur7 ztstava v MCC/eisosomech
(Grossmann et al., 2007). Vystupovani je nejspis zpusobeno zménou konformace symportérti; po
obnoveni membranového potencidlu se uvolnéné komponenty vraceji zpét do MCC/eisosomil

(Kaur & Bachhawat, 2007).

Béhem pozdni exponencidlni a stacionarni faze ristu MCC/eisosomy chrani ¢ast transportéra
pied endocytdzou a degradaci indukovanou hladovénim (Gournas et al., 2018). Ve stacionarni fazi
se zvySuje pocet MCC/eisosomil a jejich hloubka (Gournas et al., 2018). Tim je umoznéno

efektivnéjsi obnoveni transportni aktivity, kdyz Ziviny budou opét dostupné (Gournas et al., 2018).
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4.Jak mikrodomény prispivaji k odpovédi na stres

4.1 Osmoticky stres

a) Hypoosmoticky stres:

Dftive se predpokladalo, ze MCC/eisosomové invaginace mohou slouzit jako membranové
reservoary, které chrani bunku pred zvysenim mechanického napéti membrany. Nicméné, ukazalo
se, ze bunky S. cerevisiae postradajici MCC/eisosomy odpovidaji na hypoosmoticky stres stejné
jako buiiky divokého typu (Appadurai et al., 2020). Pii osmotickém stresu MCC/eisosomy funguji
spise jako sensory membranového napéti (Lanze et al., 2020). ZvySeni membranového napéti a
zvySeni teploty maji stejné ucinky na MCC/eisosomy: dochdzi k rozlozeni mikrodomény a

vystoupeni APC transportéra (Appadurai et al., 2020).

Pfi bunééném bobtnani nebo natazeni Zivocisnych bunék se kaveoly v PM zplost'uji a tim
poskytuji zvétseni plochy PM (Sinha et al., 2011). Zplosténi kaveoly je pasivni proces, ktery
nevyzaduje ATP, zatimco pro obnoveni struktury je nezbytna pfitomnost ATP a interakce
s kortikalnimi aktinovymi filamenty (Sinha et al., 2011). Velky pocet kaveol je charakteristicky
napftiklad pro svalové nebo epitelidlni buiiky které ¢asto podléhaji mechanickému stresu (Sinha et
al., 2011). Pacienti s mutacemi P28L a P29Q v genu CAV3 maji myotubuly s velmi snizenym
poctem kaveol, coZ ma za nasledek ztratu mechanoprotekce a vyssi citlivost k prasknuti membrany
mikrotubulu (Dewulf et al., 2019). Mutace CAV3 mohou byt zodpovédné za nekteré symptomy
svalové dystrofie (Dewulf et al., 2019).

b) Hyperosmoticky stres:

SniZzeni mechanického napéti membrany vede k prohloubeni eisosomi (Appadurai et al.,
2020). Na rozdil od odpovédi na hypoosmoticky stres, kdy APC transportéry vystupuji
z MCCleisosomu a tim se zvysi jejich importni aktivita, pfi odpovédi na hyperosmoticky stress
jsou transportéry zachyceny v mikrodoméné a jejich transportni aktivita je tedy redukovéna
(Appadurai et al., 2020). Z toho vyplyva, ze mikrodomény slouzi k regulaci mnozstvi 1 aktivity

APC transportéru v zavislosti na vnéjSich podminkach.

4.2 Lipidovy stres

Pro detekovani a odpoveéd’ kvasinek na riizné stresové podminky je zasadni interakce MCC
a MCT (Lanze et al., 2020). Membranovy stres navozeny inhibici metabolismu sfingolipidd, ale 1
hypoosmotickymi podminkami nebo protazenim membrany, vyvolava vystupovani Slm proteinti

z eisosomt, které aktivuji TORC2 a tim spousti signalni kaskédu (Obr. 5) (Berchtold et al., 2012).
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Aktivovany komplex TOR2 fosforyluje a aktivuje kindzy Ypkl1/2, které pak fosforyluji, a tim
inaktivuji proteiny Orml1/2 (Obr. 5) (Berchtold et al., 2012; Roelants et al, 2011).
V hyperfosforylovaném stavu proteiny Orml/2 piestavaji inhibovat serin:palmytoyl-CoA
transferazu, prvni enzym biosyntézy sfingolipidi, a tim je obnovena produkce sfingolipidi
(Berchtold et al., 2012; Roelants et al., 2011). Delece obou genii (simIA sim2A) je letalni pti
restriktivnich teplotach (Berchtold et al., 2012).

Kindzy Ypk1/2 mohou byt aktivovany nejen komplexem TOR?2 ale také kindzami Pkh1/2,
které jsou soucasti MCC/eisosomi (Casamayor et al., 1999; Roelants et al., 2004). Samotné
Pkh1/2 kindzy jsou aktivovany bud’ pomoci prekurzort sfingolipidi — sfingolipidovych bazi
s dlouhym fetézcem (Xiping Zhang et al., 2004) anebo pomoci vystupovani proteinu Ncel(2
z MCC do zbytku PM (Obr. 5) (Frohlich et al., 2009). Ncel02 funguje jako lokalni sensor PM,
jehoz lokalizace je dynamickd a zavisi na fluidit¢ membrany a zastoupeni sfingolipida
(Zahumensky et al., 2022). Za normalnich podminek se protein Ncel02 nachézi v MCC/eisosomu
v blizkosti kindz Pkh1/2 a inhibuje jejich aktivitu (Obr. 5) (Frohlich et al., 2009; Zahumensky et
al., 2022). Jakmile se zvysi fluidita membrany nebo dojde ke sniZeni koncentrace sfingolipidd,
Ncel02 vystupuje z MCC/eisosomil a piestava inhibovat kindzy Pkh1/2 (Frohlich et al., 2009;
Zahumensky & Malinsky, 2019), které fosforyluji Pill. To ma za nasledek rozlozeni
MCC/eisosomi, nasledny vystup proteinti Sim1/2 do MCT a aktivaci Ypkl/2 ptes aktivovany
TORC2 (Walther et al., 2007). Zaroven aktivni Pkh1/2 samy o sobé mohou piimo aktivovat Ypk1/2
(Obr. 5) (Casamayor et al., 1999; Roelants et al., 2004). Ncel02 vnima také zvysSeni koncentrace
sfingolipidt a snizeni fluidity PM: v tomto ptipadé¢ Ncel02 rovnéz vystupuje z MCC/eisosomd,
ale tentokrat protein podléha endocytoze a je internalizovan v membrané vakuoly (Zahumensky et
al., 2022). MCC/eisosomy mohou v tomto piipad€ poskytnout ergosterol pro obnoveni rovnovahy
mezi sfingolipidy a steroly v membrané. Endocytéza Ncel02 tak zabrani zbyte¢né aktivaci drah

pro biosyntézu sfingolipidii popsanych vyse (Zahumensky et al., 2022).

4.3 Role lipidovych rafti

Raftové domény hraji esencidlni roli v tfidéni proteinit a v riznych signalnich procesech
(Staubach & Hanisch, 2011). Ptikladem muzZe slouZit ustfedni role lipidovych raft v oxidativnim
stresu indukovaném etanolem v jaternich bunikdch (Nourissat et al., 2008). Pfi stresu dochazi
k agregaci lipidovych rafti prostiednictvim oxidace a tvorby S-S mustkii mezi proteiny
pfitomnymi v raftech a k peroxidaci lipidli za vzniku malondialdehydu, vysoce reaktivni molekuly,
ktera se snadno vaze na proteiny a fosfolipidy (Nourissat et al., 2008). Po agregaci rafti dochazi
k aktivaci fosfolipazy C, kterd spousti dalsi signalni kaskady, vedouci ke zvySeni intracelularni

koncentrace zeleza (Nourissat et al., 2008).
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Nicméné, o roli lipidovych rafti v reakci na stres ve vztahu k transportériim je zndmo velmi
malo. V souvislosti s reakci bunék na oxidativni stres bylo zjisténo, Ze hlavni protein kaveol —
CAV-1 - stabilizuje transportér médi ATP7A, ktery exportuje ionty médi z bunky (Sudhahar et al.,
2020). Ulohou ATP7A je pfedeviim zabranit toxické akumulaci médi v buiice (Ogorek et al., 2017)
a zaroven poskytovat médéné ionty jako kofaktor pro extracelularni enzym superoxid dismutazu
3 (SOD3), kterd se nachdzi na povrchu endotelidlnich bunék (Sudhahar et al., 2020). Z toho je
vidét, ze CAV-1 hraje dulezitou roli pfi udrzovani endotelidlni a vaskularni funkce (Sudhahar et

al., 2020).

Lipidové rafty zfejm¢é mohou modelovat kinetiku proteinii v zavislosti na lipidové kompozici
membrany (Székely et al., 2007). Bylo objeveno, Ze draslikovy kanal Kv1.3 je lokalizovan
v lipidovych raftech cytotoxickych T-lymfocytii (Panyi et al., 2004). Pozdé¢ji se ukdazalo, Ze
vc¢lenéni mastnych kyselin s riznou délkou uhlikového fetézce a rliznym stupném nenasycenosti
moduluje aktivacni a inaktivaéni kinetiku Kv1.3, coz je pravdépodobné zplsobeno zménou

lipidové kompozice raftt (Székely et al., 2007).

Neuronalni glutamatové transportéry EAA jsou lokalizovany v lipidovych raftech
(Butchbach et al., 2004). Predpoklada se, ze lipidové rafty v tomto piipadé ptispivaji k tvorbé
supramolekuldrnich proteinovych komplext v PM buiiky, které mohou byt dilezité pro rychlou
regulaci aktivity téchto transportérti (Butchbach et al., 2004). Bylo zjisténo, ze dvé isoformy
protein kinazy C (PKC) — PKCa a PKCg jsou také asociovany s lipidovymi rafty (Mineo et al.,
1998; Park & Kim, 2009). Zaroven bylo objeveno ze v gliomovych bunikdch C6 aktivovana PKCa
pozitivné reguluje expresi transportéru EAAC1 na povrchu bunky, zatimco PKCe zvySuje
katalytickou uc€innost transportéru, pravdépodobné piimou fosforylaci EAACI (Gonz’alez et al.,
2002). Dalsi studie zabyvajici se signalizaci mezi astrocyty a neurony ukdzala, Ze obsah
cholesterolu je klicovym faktorem v mediu produkovaném gliemi pro regulaci extracelularni
koncentrace glutamatu (Canolle et al., 2004). Cholesterol totiz zvySuje transportni aktivitu EAACI1
v PM neuronu (Canolle et al., 2004). VSechna uvedena data spolu se skutecnosti, Ze cholesterol je
hlavni slozkou lipidovych raftli, naznacuji, Ze tyto mikrodomény pravdépodobné hraji dilezitou
roli v lokalizaci a regulaci glutamatovych transportérti. Zatim vSak neexistuji pfimé dikazy pro

toto tvrzeni.

Nicméné, podle jiné studie zkoumajici vliv cholesterolu na funkce dopaminovych
transportérti (DAT), lipidové rafty nemaji esencialni vliv na transport substratu (Jones et al., 2012).
Deplece cholesterolu pisobenim MBCD snizovala transport dopaminu dovnitf a ven z buiiky, ale

kdyz byl pouzit nystatin, latka, kterd naruSuje strukturu lipidovych raft, ale neodstrafiuje
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cholesterol z membrany, nebo desmosterol, analog cholesterolu, ktery nema schopnost tvofit rafty,

rychlost transportu se neménila (Jones et al., 2012).
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5.7.avér

Mikrodomény piedstavuji dulezité funkéni jednotky plasmatické membrany, které zajiStuji
prostorovou organizaci transportnich proteint, pfispivaji k jejich stabilizaci a hraji vyznamnou roli
v odpovédi na zmény vnéjSich podminek. U kvasinek se navic ukazuje, Ze vzajemna komunikace
mikrodomén pfispiva k detekci a reakci na lipidovy stres vyvolany napiiklad zpomalenim

metabolismu sfingolipidii nebo hypoosmotickym stresem.

Zatimco u kvasinek je lokalizace konkrétnich proteint v jednotlivych mikrodoménach detailné
popsana, informace o transportérech planarnich lipidovych raftl a kaveol v plasmatické membrané
mnohobunéénych eukaryot jsou stdle relativné omezené. Podobné i vyznam lipidovych raftt
v regulaci transportér vyzaduje dalsi podrobny vyzkum, zatimco diivody lokalizace transportnich

proteini do mikrodomén v kvasinkéch jsou pomérné dobie objasnény.

Z mé bakalarské prace je vidét, ze mikrodomény jednobunécnych kvasinek jsou dulezité pro
stabilitu transportnich systému a rychlou odpovéd’ na neustale se ménici podminky, jako je zména
pH prostiedi, dostupnost Zivin a membranovy stres. Mikrodomény savcich buné€k jsou predev§im
dialezité pro umisténi komponent signdlnich kaskad. Plandrni a miskovité lipidové rafty ziejmée
participuji v procesech transportu mastnych kyselin, cholesterolu, gluk6zy, glutamatt, iontti médi

a také hraji roli v odpovédi buiiky na oxidativni stress.

Studium mikrodomén u kvasinek ptispiva obecné k lepSimu porozuméni principtim fungovani,
segregace a regulace proteinli v plasmatické membrané v eukaryotnich bunkéch. Tyto poznatky
mohou byt vyuzity i pti vyvoji latek cilenych proti patogennim kvasinkdm. Dosavadni znalosti o
uloze mikrodomén v buiikach savci naznacuji, Ze podrobné&jsi vyzkum by mohl vést k objeveni
novych regulacnich mechanismit membranovych proteinti na molekuldrni urovni, proto si myslim,
Ze tato oblast vyzkumu ma velky potencidl v biomedicin€, v diagnostice, ptipadné 1écbé tady

onemocnéni.
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