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1. Abstrakt

Endocytéza je dlleZitym procesem pro prijem Zivin, recyklaci komponentl
cytoplazmatické membrany, regulaci mnoistvi receptorl a metabolizmu u vsech eukaryot.
Jednobunécéna pucici kvasinka Sacch_aromyces cerevisiae je atraktivhim eukaryotickym
mikroorganizmem pro tyto studie. To je také proto, Ze existuje mnoho zdroji (napfiklad
kolekci specifickych mutantll ¢i kmenG produkujicich GFP - znacené proteiny), které jsou
dostupné védcim zcelého svéta. V této praci je kvasinka Saccharomyces cerevisiae
predstavena jako modelovy systém pro analyzu Glohy aktinového cytoskeletu a pridruzenych
proteint v klatrinem - fizené endocytdze. Zejména je diskutovana Uloha aktin - asociovaného

proteinu Sla2 a jeho interakénich partner( pfi tvorbé endozému a proteinovych agregatu.

The process of endocytosis is traditionally known to function in internalization of
nutrients and recycling plasma membrane components for down - regulation of receptors
and metabolism in all eukaryotic cells. The unicellular budding yeast Saccharomyces
cerevisiae serves as an attractive eukaryotic microorganism for these studies. This is also
because of many resources (e.g. specific mutants or strains expressing GFP labeled proteins)
which are accessible to any researches all over the world. In this work, yeast Saccharomyce
cerevisiae is introduced as a model system to analyze the role of actin cytoskeleton and
associated proteins in clatrin - driven endocytosis. Mainly, the importance of the actin -
associated protein Sla2 and its interacting proteins for the formation of endosomes and

functional links between endocytosis and protein aggregation are discussed.
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Endocytéza, kvasinka Saccharomyces cerevisiae, aktinovy cytoskelet, protein Sla2,

proteinové agregaty, endozom.
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2. Uvod

Cilem této prace bylo shrnout soucasné poznani o komponentich zapojenych v
procesu endocytézy u kvasinky. Zvlastni pozornost byla v&novana aktin - asociovanému
proteinu Sla2. Tento protein kvasinky S. cerevisiae, znamy pod synonymy Sla2/End4/Mop?2 je
totiz nejen dulezity pro nukleaci aktinovych mikrofilament pfi endocytéze a pro distribuci
nékterych daleZitych proteinl cytoplazmatické membrany, nybri je také zapojen v kontrole
dynamiky proteinovych agregatl vznikajicich ve stresovanych burikdch kvasinek. Vzhledem
k tomu, Ze Sla2p patfi mezi evolu¢né velmi konzervované proteiny (lidsky ortholog je znamy
pod jménem HIP1 — huntigtin interacting protein), lze oekavat, Ze funkéni analyza Sla2p
v kvasinkach vyznamné prispéje k objasnéni i funkci jeho orthologti u vyssich eukaryot.

Kvasinka S. cerevisiae patfi mezi nejlépe prostudovana eukaryota. Je velmi uZivanym
modelovym systémem a byl prvnim eukaryotickym mikroorganizmem, u kterého byla
zjiSténa uplna sekvence nukleotidi v genomové DNA a v némZ mechanizmy fady Zivotnich
déja jsou analogické s mechanizmy procest probihajicich v savéi burice. Celkovy pocet gent
kdédujicich proteiny viak zatim neni jasny. Podle poslednich odhad( se v sekvenci nachazi asi
6000 otevienych ctecich ramcu, avsak u vice neZ tietiny jejich genovych produktu je funkce
zatim neznama. Kvasinka S.cerevisiae je heterotrofnim mikroorganizmem o velikosti 3-15
um, ktery se asexudlné rozmnoZuje pucenim. Haploidni jadro kvasinky S. cerevisiae obsahuje
16 chromozémU razné velikosti (nejmensi je chromozém | o velikosti 230 kb a nejvétsi
chromozém IV o velikosti 1532 kb). Existuje pfedevsim v jednobunécné formé, avsak za
urcitych podminek muZe tvofit mycelia, ktera lze povaZovat za jeho vicebunéénou formu.
Tim, Ze kvasinky také existuji v haploidnim stavu, je umoZnéna snadnd pfiprava mutantnich
kmen( pomoci sexudlniho kfizeni. Nenaro¢na manipulace, rychlad kultivace a snadné ziskani
genomové homolognich kmen( umoiznuje buriky S. cerevisiae s Uspéchem vyuZivat nejen v
mnoha primyslovych odvétvich, ale také v oblastech biochemie, genetiky a fyziologie jako
modelovy systém ke studiu biologickych procesti na molekulové tGrovni.

Endocytézou nazyvame esencidlni bunéény proces zodpovédny za koordinaci
molekularniho transportu vysokomolekularnich sloucenin, ktery probihd ve vsech
eukaryotickych burikdach. Kromé transportu proteint ukotvenych v cytoplazmatické
membrané a jejich obméné ma endocytdza také vliv na prenos signalt do buriky a adsorpci

Zivin Ci patogeni na bunécny povrch. V kvasince S. cerevisiae nejsou proteiny



cytoplazmatické membrany rozmistény rovnomérné, ale nachazeji se ve zietelné
vymezenych oblastech. V posledni dobé se zjistilo, Ze nékteré komponenty endocytického
aparatu maji téZ dalsi funkce, které pfimo nesouvisi s obnovou membranovych proteind.
Proces endocytézy se u kvasinek v principu podobd endocytéze savcich bunék, nicméné
endocyt6za u savcl je odlisna zejména v pohybu endocytického vacku podél mikrotubuly,

zatimco u kvasinek se vacek pohybuje podél svazk aktinovych vidken.



3. Aktinovy cytoskelet kvasinky S. cerevisiae

U kvasinky S.cerevisiae maji pfi endocytéze vyznamnou roli aktinova
vidkna/mikrofilamenta, kterd se (castni zejména pocateénich fazich vytvareni vacku.
Aktinovy cytoskelet u kvasinek S. cerevisiae je sloZen ze ¢ty biochemicky a morfologicky
riznych struktur: kortikalnich aktinovych patches, svazk( aktinovych vidken, cytokinetického
prstence aktinovych vldken a ¢epicky aktinovych vlaken ve vrcholu pupene (Moseley et al.,
2006). VSechny tyto struktury maji své specifické funkce a podileji se na polarizovaném ristu
kvasinek.

Hlavni podjednotkou aktinovych vldken je vysoce konzervativni protein G - aktin,
ktery polymerizuje v dlouhd mikrofilamenta, tzv. F - aktin. Aktinova vlakna jsou dynamické
struktury, které maji plus a minus konec. Rostou rychleji na plus konci, kde dochazi k
rychlejSimu pridavani aktinovych monomerl. Na dynamice kvasinkového aktinu a jeho
polymerizaci, napf. pfi endocytéze, se podili vice neZ jeden multiproteinovy komplex
obsahujici proteiny Slal, Sla2, Abpl, End3 a Panl. Tyto aktin - vazajici proteiny dodavaji
aktinovym vldknim dostate¢nou pevnost a stalost. Zejména typ aktin-vazajiciho proteinu
urcuje, jaky typ aktinového utvaru se vytvori (Moseley et al., 2006).

Uloha aktinovych patches spo¢iva v zakoncentrovani aktinovych vldken ve vznikajicim
pupenu. Aktinové patches se ucastni dynamiky aktinu a jsou zodpovédné za endocytdzu a
pozménovani tvaru bunécné stény (Nefsky et al., 1992). Aktinova vilakna ve formé patches
jsou ziejmé duleZitou strukturou aktinového cytoskeletu také u jinych eukaryotickych
organizmu, nebot se jedna o velmi dynamickou strukturu, ktera se pohybuje, skldda a
rozpada v pribéhu nékolika minut (Young et al., 2004). Cepitka je mistem ukotveni svazki
aktinovych vldken, diky niZ jsou z materské buriky transportovany membranové slozky a
organely do rostouciho pupene. Dalsi jeji funkci je polarizovana akumulace regulaénich a

cytoskeletarnich proteint ve vrcholu pupene (Pruyne et al., 2000).



4. Endocytdéza u kvasinek

Endocytdza je slozity bunécny proces zahrnujici zejména invaginaci cytoplazmatické
membrany, dale pak tvorbu, odSkrcovani a transport vytvofenych vacki/endozéma. Uréita
latka, ktera je takto transportovdana do buriky pomoci membranovych vaéku, je postupné
uzaviena do malé ¢asti cytoplazmatické membrany, kterad nejprve vypuci dovniti a potom se
odskrti a vytvori maly endocyticky vacek. Ten na své cesté z povrchu burky fuzuje s jiz
vytvofenymi endozémy, které pak vstupuji do lysozomu ¢i vakuoly, kde odevzdaji svij
naklad. Pro vytvofeni endocytického vacku je zejména duleZité protein - lipidové sloZeni
cytoplazmatické membrany (Kaksonen et al., 2005).

Oblast na cytoplazmatické membrané, ve které se shromaiduji proteiny
endocytického komplexu, povaZzujeme za endocyticka mista. Bylo prokazano, Ze u kvasinky S.
cerevisiae jsou mistem endocytozy kortikalni aktinové patches (Engqvist-Goldstein a Drubin,
2003). Tato aktivni mista jsou sloZena z vice neZ 30 proteint. V téchto specifickych mistech
dochazi k tzv. klatrinem - fizené endocytdze, coZ je nejznamé;jsi typ endocytézy u kvasinek.
Na povrchu cytoplazmatické membrany kvasinky S. cerevisiae se napriklad vyskytuje
receptor-protein Ste2, ktery vaie ndklad - feromon (a-faktor) (Toshima et al., 2006).
Komplex receptor - ndklad se poté sestavuje na endocytickych mistech a funguje jako signal

pro internalizaci (Engqvist-Goldstein a Drubin, 2003).

4.1. Vytvoreni endocytického vacku

Aby doslo kvytvofeni endocytického vacku, nejdfive se v endocytickém misté
(patches) objevi protein klatrin (Newpher et al., 2005) a dale pak proteiny endocytického
plasté (viz Obr.1, krok 1). Klatrin je sloZen z téZkého a lehkého fetézce, které vytvareji sit
v okoli endocytického mista (Toshima et al.,, 2006). Proteiny plasté endocytického vacku
Las17, Slal, Sla2 a Panl jsou dopravovany kaktinovym patches tak, aby napomdhaly
deformovat cytoplazmatickou membrénu procesem zvanym invaginace. Vytvafi se plast

vacku (viz Obr.1, krok 1).



V dalsim kroku dochazi v okoli invaginace k tvorbé aktinové sité (viz Obr.1, krok 2).
Aktinovd polymerizace zacind v aktinovych patches v pfitomnosti Arp2/3 komplexu,
epickujicich/capping proteinl (Cap1/Cap2), proteinu Abpl a fimbrinu/Sac6 (Gheorghe et
al., 2008; Kim et al., 2006). Arp2/3 komplex umozZriuje pfidavani aktinovych monomerl
k aktinovému vldknu pod uréitym uhlem (Galletta et al., 2008). Tvorba vétvené sité
aktinovych mikrofilament je tak zavisla na funkci Arp 2/3 komplexu. Proteiny Las17, Myo3,
Myo5, Panl a Abp1 se vaZou na Arp2/3 komple} a tim ho aktivuji (Weaver et al., 2003).

Tvofici se aktinova mikrofilamenta nasledné pohanéji membranovou invaginaci a tlaci
formuijici vacky obsahuijici Slalp, Sla2p a Panip pryégi:ytoplazmatické membrany (Merrifield
et al., 2002). To ukazuje, Ze aktinova polymerizace je nezbytna kfizeni prodluZovani
vychlipeniny cytoplazmatické membrany na pocatku membranové invaginace. Polymerizace
aktinu je pohanéna mechanickou silou aktinového motoru Myo5 (myozin typu 1), ktery se
nachazi v endocytickych mistech (Sun et al.,, 2006) (viz Obr 1, krok 3). Za predpokladu
polarity aktinovych mikrofilament a lokalizace Myo5 by aktinovy motor Myo5 mohl pfispivat
k pfemisténi aktinovych mikrofilament smérem od cytoplazmatické membrany a tim tlacit
vychlipeninu endocytického plasté do cytoplazmy (review Girao et al., 2008). Bylo zjiSténo,
Ze aktinova mikrofilamenta jsou nukleovana na povrchu tvoficich se vacki béhem invaginace
a po jejim ukonceni (Galletta et al., 2008).

Nasledné po polymerizaci aktinu jsou aktinova mikrofilamenta k sobé svazana pomoci
proteinu Sac6, ktery je kvasinkovym fimbrinem. Bez pfitomnosti proteinu Sac6, aktin
polymerizuje na mistech endocytdzy, ale nedochazi vtéchto mistech kinternalizaci
vytvofené vychlipeniny (Kaksonen et al., 2005). Na konci procesu tvorby vacku se k aktinu
vazou Cepickujici/capping proteiny, které stabilizuji aktinové vlakno. V dalSim kroku musi byt
aktinova mikrofilamenta depolymerizovana tak, aby mohlo dojit k od$tépeni vacku. Jednim z;, -
proteint, které depolymerizuji aktinova mikrofilamenta je kofilin (Okreglak et al., 2007).

Po vytvoreni dostatecné velkého endocytického vacku dochazi k jeho od3tépeni od
cytoplazmatické membrany (viz Obr. 1, krok 4). Stépeni se Gcastni dva kvasinkové proteiny, a
to amphiphysiny Rvs161p a Rvs167p. Tyto proteiny obsahuji BAR (Bin — Amphiphysin - Rvs)
domény, které vaiou a staleji membrany (Peter et al., 2004). Amphiphysiny se hromadi
v kréku endocytického vacku a ke $tépeni dochazi, jakmile dojde k prodlouZeni tubularniho
profilu. Amphiphysiny se vazou k velkému poctu proteini endocytického komplexu jako jsou

napfiklad Las17p, Slalp a Sla2p, a také k aktinu samotnému (Lombardi et al., 2001).
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Obr. 1: Ctyfi hlavni kroky vytvoreni endocytického vacku.

1) vytvoreni komplexu endocytického plasté, 2) vytvoreni aktinové sité v okoli invaginace,
3) kontrola dynamiky aktinu, 4) odstépeni endocytického vacku.

Pfevzato ze Girao (2008). !

~

Nasledné po odstépeni vacku dochazi k jeho pohybu jiz bez endocytického plasté do
cytosolu, kde zfuzuje s ¢asnym endozomem (Kaksonen et al., 2003; Toshima et al., 2006).
Protein Sla2 jiz neni soucasti vacku. Z ¢asného endozomu mtze byt naklad recyklovan zpét
k cytoplazmatické membrané nebo mulze byt dopraven dale do pozdniho endozému. Na
konci endocytické drahy dochazi k degradaci/stépeni nakladu ve vakuole.

Soucasny model ukazuje, Ze se vacky pohybuji kupredu podél svazk(i aktinovych
vlaken (Toshima et al. 2006). Tento transport probihd bud anterogradné (smérem
k matefské bunce), nebo retrogradné (smérem k pupenu). Myoziny typu V (Myo2 a Myo4),
které se pohybuji podél aktinovych vidken jsou zodpovédné za prenos vacki smérem
k pupenu (retrogradné) a zde je endocyticky naklad recyklovan (Pruyne et al., 2004).

Molekulové motory typu myozinu hraji dulezitou udlohu pti rozmistovani membranovych
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organel a vackl na pozadovana mista v burice. Detaily interakce vacku s aktinem a
asociovanymi proteiny nejsou zatim piné znamy. Na povrchu pozdnich endozémd a vakuol
probihd nukleace aktinové polymerizace, kterd muZe pfispivat k pohybu téchto organel
(Chang et al., 2003).

Proteiny Las17, myozin typu | (Myo5) a amphiphysiny zlstavaji na cytoplazmatické
membrané (nejsou soucasti endocytického vacku) v priabéhu pohybu endocytického vacku
do cytosolu (Sun et al., 2006, Kaksonen at al., 2003). Oproti tomu, aktin vazajici proteiny,
jako jsou napfiklad Abp1l, fimbrin, kofilin a capping/Cepickujici proteiny spolu s Arp2/3
komplexem, zlstavaji asociovany s endocytickym vackem i v pribéhu jeho transportu do
nitra buriky (Kaksonen et al., 2005, Okreglak et al., 2007). Protein plasté Sla2 je soucasti
vacku a zmizi, jakmile dojde k rozpadu plasté v cytoplazmé.

Inhibitorem endocytézy je droga latrunculin, ktera depolymerizuje aktin. Po jejim
pUsobeni aktinové patches nejsou viditelné a endocytdza je kompletné zrusena (Ayscough et

al., 1997, Morton et al., 2000).

4.2, Proteiny endocytického plasté

K selekci a k vytvofeni mista endocytdzy je vyuZito proteint, kterym fikame proteiny
endocytického plasté (viz Obr 2). Tento komplex obsahuje mnoho protein(, jenZ vykazuji
riznou funkci. U kvasinky S. cerevisiae rozdélujeme tyto proteiny endocytického plasté do
Ctyr skupin.

Prvni skupina zahrnuje Slalp, Panlp, End3p a Sla2p. Protein Sla2 dorazi na misto
endocytozy o néco dfive nezZ Slalp, coi je duleZité pro organizaci klatrinu (Newpher et al.,
2006).

Druhou skupinou proteint endocytického plasté jsou aktin - asociované proteiny
Cap1/2 (capping proteiny), Sac6, Abp1 a Arp2/3 komplex. Tyto proteiny pomahaji vytvaret sit
aktinovych mikrofilament.

TFeti skupina zahrnuje WASP (Wiskott - Aldrich syndrome protein)/myo proteiny Las17,
Myo5 a Bcpl. Tyto WASP proteiny aktivuji Arp2/3 komplex, vedouci k mistni nukleaci aktinu
(Sun et al., 2006). Mistni nukleace aktinu a rast aktinovych mikrofilament a jejich svazkd

vede k polarizovanému rastu kvasinek.
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Ctvrtou skupinou jsou amphiphysiny Rvs161p a Rvs167p, které se vyskytuji v
endocytickych mistech po aktinové polymerizaci. Tyto proteiny pomahaji fidit invaginaci

membrany nebo $tépeni vacku.

Molekuly klatrinu najdeme ve vsech endocytickych mistech jiz pfi prvnich fazich
endocytdzy. Klatrin u kvasinek neni esencidlnim proteinem endocytézy, ale je nezbytny pro
spravny prijem pozdnich endocytickych proteini do aktinovych patches (Kaksonen et al.,
2005). Potom se na endocytickych mistech (patches) shromaZduje komplex tvofeny témito
proteiny: Las17, Slal, Panl, End3 a Sla2. Umisténi téchto proteint do mist endocytézy neni
zavislé na aktinu (Kaksonen et al., 2003). Dale proteiny Sla2 a Pan1l jiZ vaZou vytvofena
aktinovd mikofilamenta k plasti (Kaksonen et al.,, 2003). Proteiny WASP zlstanou na
cytoplazmatické membrané v mistech, kde aktin zadina polymerizovat. Jakmile se plastové
proteiny zacinaji pohybovat, tak aktin, Abp1 a komplex Arp2/3 dorazi na endocytickd mista.
Na rozdil od Sla2p lokalizace, Abp1p lokalizace je zavisla na aktinu. Jako posledni pfichazeji
amphiphysiny Rvs161p a Rvs167p (Lombardi et al., 2001). AvSak funkce téchto proteint

vyZaduje dalsi analyzy.
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% Clathrin ® End3
A WASp/Las17 @ Type-l myosins
V¥ WIPNrpt «s Amphiphysins

@ Siat Y Actin, Arp2/3,

O Hip1r/Sla2 capping protein,
fimbrin/Sacé,

@ epsi15/Pani SM22/Scp1, Abp1

Obr. 2: Ué&ast proteini endocytického plasté pfi tvorbé endocytického vacku v pribéhu
endocytézy. Komponenty endocytického plasté jsou shromaidény vpupenu béhem
invaginace.

Upraveno podle Galletta (2009).

4.2.1 Protein Sla2

Protein Sla2 (Synthetic Lethal s ABP1) kvasinky Saccharomyces cerevisiae je nezbytny
pro nukleaci aktinovych mikrofilament pfi endocytéze a pro distribuci nékterych dulezitych
proteinll cytoplazmatické membrany (Wesp et al., 1997). Aktin - asociovany protein Sla2
patfi mezi evolu¢né konzervované proteiny (napf. savéi homolog je zndmy jako huntingtin
interakcni protein HIP1).Homolog Sla2p byl také rozpoznan u hlistic kmene Nematoda, u
kvasinky Schizosaccharomyces pombe a u mysi (Kalchman et al., 1997; Yang et al. 1999).

Protein Sla2 byl nejdfive identifikovan v testu na syntetickou letalitu proti deletované

alele genu ABP1 (kdéduje protein Abpl vazajici aktin a ovliviujici regulaci cytoskeletu,



endocytézu). Sla2p je také znamy pod synonymy End4p a Mop2p a je jednim z komponent(
kortikdIniho aktinového cytoskeletu kvasinek (Holtzman et al., 1993).

Gen SLA2 kéduje protein, jehoZ molekulovda hmotnost je 109 kDa a je slozeny z 968
aminokyselin. Delece genu SLA2 vede k neschopnosti kvasinkového kmene rist pfi teploté
37°C, k morfologickym defektim a delokalizaci kortikalniho aktinového cytoskeletu
(Holtzman et al., 1993).

Daldi studium kortikadlniho aktinového cytoskeletu u kvasinek odhalilo schopnost
Sla2p stimulovat polymeraci aktinu in vitro (LI et al., 1995). Kromé toho byla alela SLA2
izolovana jako teplotné senzitivni mutanta (end4 - 1) podilejici se na iniciaci endocytdzy
(Raths et al., 1993). Podrobné analyzy ukazaly, Ze Sla2p se vyskytuje jako dimer in vivo (Yang
et al., 1999). Centralni coiled - coil oblast proteinu zprostfedkovava dimerizaci Sla2p (Yang et
al., 1999).

Protein Sla2 se nachazi jak na cytoplazmatické membrané, tak vcytoplazmé. Je
periferalnim membranovym proteinem obsahujicim fadu specifickych domén, které ovliviuji
jeho interakce. Sla2p se vaZe na polymerni formu aktinu (F - aktin) in vitro pres talin -
podobnou doménu a ¢astecné kolokalizuje s F - aktinem v kortikaInich aktinovych patches. Je
zajimavé, Ze Sla2p lokalizuje do bunécného kortexu i v pfitomnosti latrunculinu - A (inhibitor
polymerizace aktinu), coZ naznaduje, Ze signal pro lokalizaci do kortexu neni zavisly na aktinu
(Yang et al., 1999).

Funkce Sla2p byla ukazana v endocytoze, distribuci membranovych proteinG a vacka.
Také pfi proteinové degradaci a mRNA rozpadu (Kaksonen et al., 2003). Ve sla2A burikach je
inhibovan pohyb aktinovych patches do cytoplazmy. a tim i proces endocytézy. Oproti
normalnim aktinovym patches proto vznikaji tzv. aktin ,comet tails“ asociované s bunéénym

kortexem (Kaksonen et al., 2003).

Bylo také zjisténo, Ze Sla2p fyzicky interaguje s proteinem elF3a/Rpgl, esencialni
podjednotkou transla¢niho inicianiho faktoru elF3. Bylo prokdzano, Zze aminokyselinové
zbytky 318 - 373 v molekule Sla2p jsou nezbytné pro interakci s Rpgl v systému dvojitého
hybridu. N - koncova oblast Rpglp je nezbytna a dostatec¢na pro interakci s proteinem Sla2
(Palegek et al., 2001). Funkce Sla2 - Rpgl interakce neni pfimo vazana na ulohu Rpgl/elF3a
viniciaci translace. Narudeni Sla2 - Rpgl interakce totiz nema podstatny vliv na vegetativni

rast ¢i endocytdzu a polarizaci aktinu (Holtzman et al., 1993).
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HIP1 je lidsky ortholog proteinu Sla2, ktery také s nim kolokalizuje a vaie se na
klatrin, F - aktin a adaptorovy protein2 (AP2) (Engqvist - Goldstein et al., 2001). HIP1 byl
identifikovan pres jeho interakci s huntingtinem (Kalchman et al., 1997), proteinem
obsahujicim polyglutaminové Useky. Mutace tohoto proteinu vede k Huntingtonovi nemoci
(Kalchman et al., 1997). Rodina proteint Sla2/Hip1 muzZe mit konzervovanou roli v propojeni
aktinu s mikrotubuly (Castagnetti et al., 2005). Ukazalo se, Zze C - koncova doména Hip1R se
vaze k SH3 doméné kortaktinu. Kortaktin je savéi protein vazebny k dynaminu, aktinovym
mikrofilamentim. Kortaktin je umistén v klatrinem obalenych jaml;a'ch (Cao et al., 2003).
Hip1R tvorici komplex s koraktinem inhibuje tvorbu aktinu a tim blokuje vétveni a elongaci
aktinovych mikrofilament. Pokud dojde ke spotiebé H|;1R, tak nastane zvySena tvorba
aktinu v endocytickych mistech. Tudiz HiplR negativné reguluje sestavovani aktinového

cytoskeletu béhem endocytdzy (Le Clainche at al., 2007).

4.2.2 Sla2 - interakcni protein Slal

Bylo prokdzano, Ze Slalp se vaZe ke Sla2p v prubéhu vytvareni endocytického plasté.
Tato interakce je zprostfedkovana aminokyselinami 118 - 361 v proteinu Slal a
aminokyselinami 310 - 768 v coiled - coil oblasti proteinu Sla2 (Gourlay et al., 2003). Na
obrazku & 3 je uveden model znazorfujici mechanizmus vzniku interakce Slalp se Sla2p
v bunééném kortexu (Gourlay et al., 2003). V prvnim kroku, dimér Sla2p asociuje s klatrinem
v mistech endocytdzy. V dal$im kroku, protein Sla2 interaguje s dalSimi proteiny Slal, End3 a
Panl. Na Slalp se vaZou proteiny Abpl a Las17, aktin vazajici proteiny, které aktivuji Arp2/3
komplex (Duncan et al., 2001). Zmin:'ané interakce se podili na reorganizaci aktinu a postupné
pohanéji endocytozu (Warren et al., 2002). V burikach postradajicich B\ud'SIalp ¢i Sla2p neni
kortikalni aktin schopen polarizace a vétsina aktinu je lokalizovana dc; distalnich mist bunky.

Kromé tohaq, absence proteint Slal a Sla2 proto zplsobuje kompletni blokaci endocytozy

(Gourlay et al., 2003).
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Obr. 3: Model zndzornujici interakci Sla2p se Slalp v bunééném kortexu.

Prevzato ze Gourlay (2003).

4.2.3 Struktura proteinu Slal a Sla2

Slal je adaptorovym proteinem, ktery je dlleZity pro tvorbu kortikalniho aktinového
cytoskeletu. Kortikalni aktinovy cytoskelet se nachazi pod cytoplazmatickou membranou a je
zodpovédny za pohyblivost a adhezivitu burky a prenos extracelularnich signali do
cytoplazmy (Luna et al., 1992). Protein Slal miZeme nalézt nejen v bunééném kortexu, ale i
v bunécéném jadre (Gardiner et al., 2007). Lokalizace Slalp v bunééném kortexu je zavisla na
EH - doméné proteinu End3 (Warren et al., 2002). Podobné jako Sla2p, Slalp propojuje
proteiny endocytického komplexu s aktinovym cytoskeletem (Gardiner et al., 2007). Slalp
destabilizuje a depolymerizuje F - aktin a vdlsledku toho, Sla2p mulzZe vytvaret nové
struktury F - aktinu. Slalp ma tfi SH3 (Src homogy - 3) domény, které jsou bohaté na rebetice
aminokyselin prolinu, glutaminu, glycinu a threoninu (viz Obr. 4). Tyto repetice obsahuji
motivy pro fosforylaci aktin - regulacni kindzy Prklp (Zeng et al., 2061). SH3 domény jsou
pfimo zodpovédné za tvorbu aktinovych patches (Warren et al., 2002; Gourlay et al., 2003).

Protein Sla2 dorazi do mista endocytdzy (patches) o néco dfive neZ protein Slal

(Newphen et al.,, 2006). Sla2p je protein asociovany s cytoplazmatickou membranou.



Jeho C - i N- koncovd doména obsahuje signal lokalizujici Sla2p do bunécného kortexu,
pficemZ N - koncovy Usek se do aktinovych patches vaZe nezavisle na F - aktinu (Yang et al.,
1999). Sla2p obsahuje domény bohaté na coiled - coil oblasti a prolin bohatou oblast (viz
Obr. 4). Sla2p obsahuje ANTH (AP180 N - terminal homology) doménu na jeho N - konci,
ktera protein lokalizuje do oblasti klatrinovych jamek (Baggett et al., 2003). N - koncova
doména Sla2p (aminokyseliny 114 — 284) je nezbytnd kiniciaci endocytdzy, organizaci
cytoskeletu a k bunéénému rastu pfi vysokych teplotach (Wesp et al., 1997). C - koncova
doména Sla2p (tvorena 768. — 968. aminokyselinou) je homologni s C - koncovou doménou
talinu (Holtzman et al.,, 1993), proteinu regulujiciho dynamiku aktinu a propojujiciho
aktinovy cytoskelet s cytoplazmatickou membranou pfi fokalni adhezi savéich bunék (Rees et
al., 1990). Bylo prokézano, Ze C - koncova talinu - podobna doména Sla2p je schopna vazat
aktin (Mc Cann a Craig, 1997). Oblast Sla2p, kterd se nachazi vedle oblasti homologni
stalinem, muZe vlastnost Sla2p vdazat aktin maskovat. Proto se Sla2p vaie k aktinu
prostfednictvim jeho talinu - podobné domény, kdyz je modifikovan (napf. fosforylaci) nebo
je - li asociovan s jinymi proteiny, které umozriuji odhaleni tohoto mista (Yang et al., 1999).
Stfedni Cast proteinu je tvofena tzv. coiled — coil doménou (360. — 580. aminokyselina), ktera

je schopna zprostfedkovavat interakci mezi proteiny (Wesp et al., 1997).

S/H3 domains C-terminal repeat domain
~

118 511
Interacting\
reglon

768 Talin-like
WAV

Sla2p| ii?i ________

\ ‘_.2:

Coiled-coil domains

Proline rich

Obr. 4: Struktura Slalp a Sla2p.
Pfevzato ze Gourlay (2003).
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5. Kontrola dynamiky endocytického plasté

Fosfatidylinositol (4,5) - bisfosfat [PI(4,5)P,] spolu s protein kindzami Ark1/Prkl a
proteinem Pan1 ovliviiuji dynamiku endocytického komplexu (Sun et al., 2007). Ark1p, Prklp
a Sjl2p negativné reguluji endocytdzu a jejich umisténi do aktinovych patches je zavislé na

Abp1p/F - aktinu (Cope et al., 1999, Stefan et al., 2005).

5.1 Protein Panl

U kvasinky S. cerevesiae ma vyznamnou roli pfi endocytéze protein Panl. Panlp
pusobi jako centraini leSeni pro tvorbu plastového komplexu v mistech endocytozy
(patches). Aktivuje Arp2/3 komplex pies jeho WH2 a kyselou doménuJa tim zprostredkovava
aktinovou nukleaci (Toshima et al., 2005). Podobné jako Sla2p, je schopen vazat F - aktin)a
tudiz je zodpovédny za pfipojeni endocytického vacku k aktinové siti jiz v casnych fazich
endocytozy (Huang et al., 2007). Panlp interaguje s mnoha proteiny diky svym rtznym
doménam a motivim. Mezi jeho interagujici proteiny patfi Sla2, Entl a Ent2 (Kaminska et al.
2002). Adaptorové proteiny Entl/2 pravdépodobné pomahaji navadét klatrin do
endocytickych mist (Owen et al., 2004). Neni vSak zndamo, Ze by se Panlp vazal na klatrin. Za
to je zodpovédny protein Sla2. Déle bylo zjisténo, Ze Pan1p také interaguje s proteiny End3 a
Slal, jeni spolecné vytvareji funkéni trimer (Tang et al., 2000). Bylo prokazano, Ze Sla2p
inhibuje vlastnost proteinu Panl aktivovat Arp2/3 komplex. Je to z divodu toho, Ze coiled -
coil oblast Sla2p vyvazuje F - aktin vazebnou oblast proteinu Panl (Toshima et al., 2007).

Fosforylace protein( je jednim z dileZitych regulaénich mechanizm( podilejicich se
na dynamice endocytického plasté a distribuci proteinl do mist endocytézy. Proteiny
endocytického plasté Slal, Sla2 a Entl/2 jsou fosforylovany serin/threoninovou kinazou
Prkip, kdyZ tvorba endocytického vacku je ukoncena (Zeng et al., 2001). Tato kindza také
fosforyluje protein Pan1, ktery poté neni schopen aktivovat Arp2/3 komplex (Toshima et al.,
2007), coz ma za nasledek rozpad plasté v cytoplazmé a oddéleni neoplasténého vacku od
aktinové sité (viz obr. 5). Umisténi protein kindzy Prkl do aktinovych patches
zprostifedkovava protein Abp1 (Cope et al., 1999).

Déle dochazi k disociaci Panlp - End3p - Slalp trimerniho komplexu (Zeng et al.,

2001). Nasledné se Scd5p/Glc7p fosfatdzovy komplex vaie na fosforylovany Panlp a
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reaktivuje/defosforyluje ho (Zeng et al., 2007). Pokud by nenastala defosforylace, tak

fosforylovany/ inaktivni Panlp by se hromadil v cytoplazmé a nemohl by se znovu zapojit do

procesu endocytézy (Huang et al., 2007).

4
22

» :actin monomer ) : unphosphorylated Pan1 Q‘
Y : actin filament 9 : phosphorylated Pan1 " O
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Obr. 5: Fosforylace proteinu Pan1 pomoci Prk1p kindzy.

A) Cytosolicky protein Panl je dopraven na cytoplazmatickou membranu, kde sestavuje
plastovy komplex; B) rostouci aktinova sit je pripojena k pucicimu endocytickému vacku pres
Panlp; C) Prklp kinaza se nachazi v aktinové siti a fosforyluje Panlp a dalSi komponenty
endocytického plasté; D) po fosforylaci se Panlp oddéli od endocytického vacku a
endocyticky plast se rozpada; E) neoplastény endocyticky vacek; F) Scd5p/Glc7p fosfataza
defosforyluje/reaktivuje Pan1p.

Prevzato ze Huang (2007).



5.2 Synaptojaniny

Dynamiku endocytického plasté kvasinek také ovliviiuji synaptojaninu - podobné
proteiny Sjl1, Sjl2 a Sjl3. Jsou to fosfoinositidy 5° - fosfatazy, které maji za ukol regulovat
metabolizmus fosfoinositidU pfi aktinové organizaci a transportu endocytického vacku (viz
Obr. 6). Fosfoinositidy (P1) jsou fosforylované derivaty fosfatidylinositolu, které fidi bunééné
procesy zahrnujici signalizaci, rlst, transport proteinl a uspofadani aktinového cytoskeletu
(Czech et al., 2003). Mezi fosfoinositidy patfi fosfatidylinositol (4,5) - bisfosfat [P1(4,5)P,],
ktery se nachazi na bunééném povrchu a hraje dulleZitou roli pfi tvorbé a stépeni klatrinem
obalenych vacka. Zjistilo se,’ Ze [PI(4,5)P;] stimuluje aktinovou polymerizaci tim, Ze vaie
WASP/Las17p, Sla2p a Entlp (Yin et al., 2003).

Sjl2p je lokalizovan do kortikalnich aktinovych patches nebo do endozémd. Sjl2p je
zapojen v ¢asnych fazich endocytézy, pti Stépeni vacku od cytoplazmatické membrany a pfi
depolymerizaci plasté. Sjl2p a Sjl3p se vaZou na klatrin (Ha et al., 2003). Sjl2p je odvadén do
aktinovych patches pomoci aktinovych vidken a proteinu Abpl. Abplp obsahuje SH3
doménu a ta fyzicky interaguje s doménou Sjl2, kterd je bohatd na aminokyselinu prolin.

Pfedpoklada se, Ze Pl metabolizmus kontrolovany synaptojaninu - podobnymi
proteiny také fidi dynamiku aktinu a membranovou invaginaci. Ta je ¢aste¢né regulovana téz
proteinem Sla2. Wkazalo se, Ze ANTH doména proteinu Sla2 vaze [PI(4,5)P,] in vitro (Sun et
al., 2005). Lokalizace Sla2p do mist endocytdzy zavisi na jeho interakci s [P1(4,5)P;] (Sun et
al., 2005). Kromé toho umisténi proteinu Sla2 do aktinovych patches je zdvisla na
synaptojaninu Sjl1 a Sjl2 (Stefan et al., 2005). Pfedpoklada se, Ze Sla2p se stava limitujicim
faktorem béhem endocytické internalizace v burkach, které maji snizenou aktivitu PI
fosfatazy.

Porucha metabolismu [PI(4,5)P,] v sjl1A4 sjl24 mutantech ma za nasledek defekty
v dynamice plastovych protein( Slal a Sla2,a proto nemUze dojit k rozpadu endocytického

J
plasté (Stefan et al., 2005). Dlsledkem mislokalizace Sla2p v buﬁkécr}jimi chybi Sjl proteiny

je zvySena polymerizace aktinu a defekt v tvorbé klatrinového plasté (Stefan et al., 2005)/.’
Podobné burikam, kterym chybi Sjlip a SjIZpJ, vykazuji defekty v organizaci aktinového
cytoskeletu a endocytické internalizaci (Singer - Kruger et al., 1998). Soucasné studie ukazuji,
ie ANTH doména proteinu Sla2 muzZe Castecné potlacovat poruchy endocytézy v sjl14 sjl2A

sjl34 mutantech (Stefan et al., 2005), Ale detaily zatim nejsou zndmé.

/
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Obr. 6: Sjl2p béhem endocytické internalizace.

[P1(4,5)P,] je syntetizovéri‘a’fPI(4)P 5 - kinazou a Mss4 je efektorovy protein indukujici
polymerizaci aktinu. Poté/se pridaji proteiny Rvs167, Slal a Sla2, které interaguji se Sjl2p.
Sjllp reguluje dynamiku [PI(4,5)P,] v cytoplazmatické membrané. Abplp dorazi na
endocytickd mista a nasledné také Sjl2p, jakmile je aktin sestaven (Kaksonen et al., 2003) a
internalizace plastovych protein( je zahajena. Protein Sjl2 je zapojen v koordinaci aktinové
bolymerizace a Stépeni va’EkE. Po urcité dobé dochazi k disociaci Abplp, Slalp a Sla2p od
aktinovych patches) Sji2p a SjlI3p defosforyluji [P1(4,5)P,;] na nové vznikajicim vééku),a to ma
za nasledek rozpad plasté. Synaptojaniny také recykluji [PI(4,5)P;] vazebné faktory
(komponenty aktinovych patches) od endozému.

Pfevzato ze Stefan (2005).
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6. Proteinové agregaty

Pokud jsou polypeptidy pferuseny ¢i chybné sbaleny jsou nasledné degradovany
pomoci proteazomu, jeni se nachdzi v cytoplazmé a v jadfe. Mechanizmy znovu\*_s;baleni a
degradace chrani buriky pfed hromadénim mutantnich a poskozenych polypeptidd v burice.
Proces agregace nastane, vtom okamiZiku, kdy kapacita proteazomalni degradacni drahy
(rozkladat 3patné sbalené/misfoldované proteiny) je pFekroc':ena/,a to bud nadprodukci
daného proteinu &i snizenim ucinnosti proteazomu (Johnston et al., 1998). Proteinova
agregace je regulovany proces, ktery je zavisly na bunécnych komponentach a ovliviiuje
funkci a stabilitu mnoha poskozenych proteinti v burice.

Proteinové agregaty jsou tvoreny Spatné prostorgvé usporadanymi proteiny, které
mohou zpﬁs;obit \’/ dusledku Fadu vazinych onemocnéni lid‘ského téla. Napriklad se jedna o
Alzheimerovu, Parkinsonovu nebo Huntingtonovu chorobu. Znakem téchto nemoci je tvorba
nerozpustnych bunéénych inkluzi, které vznikaji z abnormalnich polypeptidl (proteinovych
agregatd) (Gokhale et al., 2005). Spatné prostorové usporadani (konformace) protein( maze
byt dasledkem stresem indukované denaturace, destabilizujicich mutaci nebo absenci

partnert pro sestaveni komplext. Proteinové agregaty nemaji membranu a vyskytuji se

vcytoplazmé a vbunétném jadre. V kvasinkach S. cerevisiae se agregaty cytosolickych

protein( zacinaji tvofit na aktinovych patches a dale putuji spolu s dalSimi kompone.r{ty )

endocytézy do nitra bunky. Jlakmile jsou v cytosolu, proteinové agregaty se shlukuji v okoli
vakuoly (viz Obr. 7) (Ganusova et al., 2006). Malé proteinové agregaty jsou toxické, zatimco
velké inkluze jsou cytoprotektivni (ochranujici bufiku) (Arrasate et al., 2004). |

Proteinové agregdty obsahuji domény bohaté na aminokyseliny glutamin (Q) a
asparagin (N). Jejich prikladem jsou agregované polyglutaminové (polyQ) proteiny a priony.
Q/N bohaté dpmény proteinovych agregatli zprostiedkovavaji proteinovou agregaci.
Polyglutaminové domény zpusobuji, Ze proteiny jsou hife rozpustné a vznikajici proteinové
agregaty jsou pak pfi¢inou napf. Huntingtonovy nemoci (Meriin et al., 2003).

6.1 Agrezém a priony

Agrezdm u kvasinek je tvofen prionovymi proteiny a velkym poctem agregatl

asociovanych s cytoskeletem (viz Obr. 7). Agrezomy se nachazeji kolem vakuoly nebo volné
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vcytosolu (Johnston et al., 1998). Bylo také zjisténo, Ze agrezdémy maiji cytoprotektivni

funkci, jenZ slouZi jako cytoplazmaticky prostfedek pro usnadnéni odbouravani toxickych
b

proteinti (Taylor et al., 2003)) Tzn. e agrezémy chrani burky pfed 3kodlivymi Géinky

misfoldovanych protein.
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Obr. 7: Role aktinového cytoskeletu v tvorbé prionu.

Pfevzato ze Ganusova (2006).

Mezi proteinovymi agregaty jsou nejznaméjsi priony, které predstavuji infekcni
proteinové castice zpasobujici rGznd neurodegenerativni onemocnéni, které vznikaji
nevhodnym prostorovym uspofadanim proteinu. V molekule, kde plivodné dominovala
struktura tzv. alfa Sroubovice se najednou objevi v pfevaze struktura tzv. beta sklddaného
listu (Osherovich et al., 2004).

U kvasinky S. cerevisiae priony vznikaji agregaci domén, které jsou bohaté na QN
aminokyseliny (Osherovich et al., 2004). Priony kvasinek jsou tvofeny fadou proteind, jako
napf. Rnql, Sup35, Ure2 a Newl. Protein Sup35 je translacni terminacni faktor eRF3, ktery

pomdaha pfi translaci RNA do proteiniG. N—koncové domény Sup35p jsou bohaté na
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glutaminové (Q) a asparaginové (N) zbytky. Sup35p pozmériuje proteinovou konformaci a
vytvaFi [PSI'] prionové formy. Bylo také zjisténo, e Sup35p je v normalnich bufkach
rozpustny, zatimco v [PSI'] bufikdch rozpustny neni. V normalnich burikach je rovhomérné
rozptyleny, zatimco v [PSI*] tvofi shluky. Pfedpokldda se, ze shluky proteinG se cytoplazmou
pfenesou do dcefinné buriky,atam puUsobi jako zarodek pro daldi shlukovani proteint
(Ganusova et al., 2006). i

Bylo prokazano, Ze agregaty proteini poskozenych teplem jsou rozpoustény a
proteiny jsou sbaleny komplexem chaperon(: Hsp104, Hsp70 a Hsp40 (Glover et al., 1998).
Je - li inhibovdna produkce chaperonového komplexu Hsp104/Hsp70/Hsp40, nastane tak
rychlé zmnoZeni priont v burice. Chaperony jsou tedy nezbytnymi komponenty proteinovych

agregatl a redukuji jejich pocet (Bagriantsev et al., 2008).
!

6.2 Endocyticky komplex a dynamika proteinovych agregati

Bylo zjisténo, Ze proteinova agregace je zavisld na endocytéze. Endocytické
komponenty v pozdni fazi endocytézy jsou zapojeny v agregaci cytosolickych proteinu.
Posledni analyzy ukazaly, Ze proteiny Panl, Slal a Sla2 se po rozpadu endocytického plasté
objevuji v asociaci s proteinovymi agregaty v cytosolu. Vylerpani nebo mutace téchto
komponent endocytického plasté ma u kvasinky S. cerevisiae vliv napfiklad na agregaci a
prionizaci proteinu Sup35. V polyglutaminovych proteinovych agregatech se komponenty
endocytického komplexu Slalp, Sla2p a Panlp jevi jako shluky. Oproti tomu, proteiny Edel a
Entl, které se ucastni zacdtku endocytézy, nebyly vagregdtech nalezeny. Destabilizace
endocytického komplexu ma za nasledek potlaceni proteinové agregace, zatimco stabilizace
endocytického komplexu v pozdni fazi endocytdzy zesili proces agregace (Meriin et al.,
2007).

PolyQ agregaty mohou tvorfit malé agregaty na endocytickych mistect} a tim fyzicky
rusit proces endocytdzy. PolyQ agregace vede k zastaveni a postupnému rozpadu procesu
endocytdzy (Meriin et al., 2003).

[PSI'] proteinové agregaty, které jsou sloZené z infekénich Sup35 polymerl o rdzné
velikosti, Uzce asociuji se sebou samymi a i s jinymi proteiny (viz Obr. 8). Na Sup35 polymery
se vaiou proteiny Ssal/2, Ssb1/2, Slal a Sla2. Protein Slal zprostfedkuje interakci

endocytického plasté s proteinem Sup35 pies svou C - koncovou oblast repetice oligopeptidu
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(Bailleul et al., 1999). Protein Sla2 obsahuje malou QN bohatou oblast, ktera interaguje s QN
doménami prionu (Michelitsch et al., 2000). Vazba proteinu Ssal/2 na Sup35 polymer muze
byt regulovana chaperony Sis1, Ssel a Ydjl. Tyto chaperony se vdiou na Sup35 polymer
zcela nezavisle nebo prostfednictvim Ssal/2. Chaperon Hsp104 také interaguje se Sup35
polymerem a vykazuje polymer - $tépici funkci (Bagriantsev et al., 2008).

Jeho polymer - disocia¢ni aktivita oddéluje jednotlivé oligomery od sebe do menSich

infekcnich jednotek (viz Obr. 8)

Hsp104 hexamer

polymer-shearing
activity

polymer-dissociating
activity?

Obr. 8: Polymer Sup35 a jeho interakcni proteiny.

Prevzato ze Bagriantsev (2008).
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7. Zaveér

Bylo ukazano, Ze protein endocytického plasté Sla2 umoiniuje endocytézu pres
interakce s jinymi aktin - asociovanymi proteiny. Sla2p se vaze pfimo na aktin pfes svoji talin
- podobnou doménu, ktera se nachazi na jeho C - konci a obsahuje centralni ANTH doménu
na jeho N - konci. ANTH doména lokalizuje protein do oblasti akumulovaného klatrinu
(klatrinovych jamek) na cytoplazmatické membrané. N - koncovd doména Sla2p je proto
dalezita k iniciaci endocytdzy a organizaci aktinu. Sla2p je adaptorovym proteinem, ktery
propojuje klatrinové vacky s aktinovym cytoskeletem. Absence proteinu Sla2 zplsobuje za
teploty 37°C inhibici endocytézy a ztratu polarity kvasinkové bunky. V burkach, které
obsahuji kvasinkové priony je delece genu SLA2 letalni.

Agregace Spatné sbalenych cytosolickych proteinli je zavisla na komponentich
endocytického komplexu. Toto se zvlasté tyka proteinu endocytického plasté Sla2, jehoz
pfitomnost ziejmé ovlivriuje dynamiku cytosolickych proteinovych agregatd a kvasinkovych

priont.
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