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Seznam zkratek

AdoMet S- Adenosylmethionin

ATP Adenosintrifosfat

CLS Chronologické doziti (Chronological life-span)

Met Methionin

MetR Hladovéni na methionin (Methionine restriction)

NCR Dusikova katabolicka represe (Nitrogen catabolite repression)

PP2A Protein fosfataza 2A



Abstrakt

Methionin je proteinogenni aminokyselina, kterou kvasinky, na rozdil od savcll, dokazi
v pfipadé jejiho nedostatku syntetizovat. Methionin je pro bunku nepostradatelny i z toho
dlvodu, Ze je vychozi molekulou pro S-Adenosylmethionin (AdoMet). Ten se ucastni
biosyntézy dalSich molekul, jako jsou napfiklad polyaminy nebo biotin. AdoMet je donorem
methylové skupiny pti transmethyla¢nich reakcich protein a lipid(, ¢imz se podili na
regulaci celé rady bunécnych procesu. Ackoliv kvasinky mohou methionin syntetizovat, je
pro né zenergetického hlediska vyhodnéjsi pfijmout ho zextracelularniho prostredi.
Extraceluldrni koncentrace methioninu tedy ovliviiuje expresi permeaz podilejicich se na

jeho transportu do bunky a zaroven ovliviiuje biosyntézu methioninu.

Intraceluldarni dostupnost methioninu je monitorovana thiolaci tRNA a na zakladé
mnozstvi thiolované tRNA je pozitivné ovliviovan rast bunky a starnuti. Negativné je

ovliviiovana biosyntéza methioninu, mira translace a metabolismus uhliku.

Nedavno bylo zjisténo, Ze za urcitych podminek u Saccharomyces cerevisiae
nedostatek methioninu indukuje autofagii nezavisou na hladovéni na dusik, vyrazné

zpomaluje rust a prodluzuje doziti bunék.

Studium ulohy methioninu v bunéénych procesech mize v budoucnu prispét k lepSimu

pochopeni déju spojenych i s procesem starnuti u lidi.

Klicova slova: Methionin, Saccharomyces cerevisiae, autofagie, rast, starnuti



Abstract

Methionine is a proteinogenic amino acid which can be in case of its lack synthesize by
yeast, in contrast to mammals. Methionine is also indispensable for cells because it is a
precursor molecule for S - adenosylmethionine (AdoMet). AdoMet participates in a
biosynthesis of other molecules such as polyamines or biotin. AdoMet is a donor of a methyl
group in transmethylation reactions of proteins and lipids. Due to this fact, AdoMet is
involved in regulation of a variety of cellular processes. Although yeast can synthesize
methionine, from energy point of view, it is more advantageous to take accept methionine
from the extracellular environment. Extracellular methionine concentration also affects the

expression of permeases involved in its transport into the cell and methionine biosynthesis.

Intracellular availability of methionine is monitored by tRNA thiolation. Cell growth and
aging is positively influenced based on the amount of thiolated tRNA. Methionine

biosynthesis, translation rate and carbohydrate metabolism are negatively influenced.

Recently, it has been found out that under certain conditions, lack of methionine
induces non nitrogen starvation autophagy, rapidly decreases growth rate and extend

life-span of cells in Saccharomyces cerevisiae.

Study of the role of methionine in the cellular processes may, in the future, contribute

to a better understanding of the processes associated with the human aging process.

Key words: Methionine, Saccharomyces cerevisiae, autophagy, growth, aging



1 Uvod

Methionin je proteinogenni aminokyselina obsahujici siru. Na rozdil od savcd, ktefi ji
ziskavaji z potravy, si ji kvasinky umi syntetizovat. Disponuji ve své genetické vybavé genem
MET6, jehoz produktem je homocystein - methyltransferaza, ktera je zodpovédnd za
methylaci homocysteinu. Po pfipojeni methylové skupiny k homocysteinu vznikd methionin
(Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Kvlli dosaZzeni homeostdzy bunka udriuje intracelularni

koncentraci methioninu v urcitém rozmezi (Chiao & Peterson 1953).

Jiz dlouho je zndmo, Ze methionin je aminokyselina nezbytnda pro tvorbu
S-adenosylmethioninu, ktery je donorem methylové skupiny pfi transmethylacich (Schlenk &
Depalma 1957). V poslednich letech se ukazuje, Ze transmethylace jsou béZnou soucdsti

v regulaci a signalizaci v bunécnych procesech v kvasinkach (Wang et al. 2014).

Hladovéni bunék na methionin vede u S. cerevisiae k zastaveni bunécného cyklu na
pocatku G; faze (Unger & Hartwell 1976) a podoba se hladovéni na zakladni Ziviny, jako jsou

fosfaty, sulfaty, leucin nebo uracil (Petti et al. 2011).

Ke zvySenému zajmu o studium metabolismu methioninu a vlivu methioninu na
procesy probihajici v bunice vedlo zjisténi, ze nizsSi prijem methioninu u krys, octomilek,
kvasinek a moznad i u lidi vede k prodlouzenti jejich doziti (Orentreich & Zimmerman 1993; Lee
et al. 2014; Johnson & Johnson 2014). Védci se tedy v souvislosti s omezenim prijmu

methioninu zacali zabyvat mechanismy, které vedou k prodlouZeni doziti organismQ.

Cilem této prdce je u S. cerevisiae popsat metabolismus methioninu, coz zahrnuje jeho
prijem, biosyntézu a degradaci, k cemuz se poji také popis regulace téchto drah. DalSim
cilem je shrnout informace o bunéénych procesech, které jsou ovlivnény methioninem.
Shrnuti vSech procest by bylo nad rdmec této prace, proto je zamérena pouze na vybrané

procesy. Témi jsou autofagie, rust a starnuti bunék.



2 Chemicka charakteristika methioninu

L - methionin (Obrazek 1) je proteinogenni nevétvenda o - aminokyselina, ktera
v postrannim fetézci obsahuje siru, presnéji thioether (tzn. vazbu C-S-C). Vazba mezi sirou a
uhlikem je slabsi (stfedni vazebnd entalpie 259 kJ/mol a délka vazby 181 pm) neZ vazba mezi
dvéma uhliky s hybridizaci sp® (stfedni vazebna entalpie 348 kJ/mol - délka 154 pm) (Atkins
& Paula 2013). Na rozstépeni vazby mezi sirou a uhlikem je tim padem potfeba méné
energie, z ¢ehoZ plyne, Ze thioether je reaktivnéjsi nez uhlikaty skelet. Sira disponuje Sesti
valenc¢nimi elektrony, diky kterym vystupuje thioether jako nukleofil. To umoziiuje vznik
trialkylsulfoniové soli (v pfipadé methioninu je takovou soli S-adenosylmethionin), kterd se

uplatiuje pfi transmethylacich (McMurry 2007).

L-methionin v zavislosti na pH vystupuje jako bdze nebo jako kyselina. Methionin je
tedy amfiont. Karboxylovd skupina v zdsaditém prostifedi odstépuje proton, v kyselém
prostfedi aminoskupina proton pfijima. Cytoplazmatické pH bunék se pohybuje v rozmezi
pfiblizné od 4,7 do 7,4 (Bracey et al. 1998; Diakov et al. 2013) a vtomto rozmezi je

L-methionin prakticky zcela vnitfné nabity, jak je ukazdno na obrazku 1 (Voet & Voet 2004).

Obrazek 1: L-methionin

Koncentrace methioninu v bunce zavisi na kultivatnich podminkach a také na
konkrétnim kmeni kvasinek (viz tabulka 1). V tabulce 1 jsou uvedena hmotnostni procenta
methioninu vztazena na hmotnost susiny bunék. Z hodnot uvedenych v tabulce 1 je zfejmé,
Ze je pro kvasinku velmi dulezité udrzovat urcitou optimalni koncentraci methioninu v burce

(Chiao & Peterson 1953).



Tabulka 1: MnozZstvi methioninu udané v hmotnostnich procentech, ktera byla vztazena na hmotnost susiny kvasinek.
Medium havajsky sirup, doba kultivace 24 hodin pfi teploté 30 °C. Pfevzato a upraveno z Chiao & Peterson, 1953.

Kmen % methvi.orlinu
v susiné
S. cerevisiae Y-30 0,75
S. cerevisiae 53 0,71
S. cerevisiae 49 0,67
S. cerevisiae G. M. 0,78
S. cerevisiae F-53 0,85
S. cerevisiae F-22 0,73

3 Metabolismus methioninu

Pro porozuméni tomu, jak methionin ovliviiuje bunécné procesy, je dllezitd znalost
jeho metabolismu a jeho regulace. Methionin muiZe byt burikou transportovan
z extraceluldrniho prostredi (kapitola 3.1), nebo, v pfipadé jeho nedostatku ve vnéjsim
prostiedi, si jej mohou bunky samy nasyntetizovat (kapitola 3.2.). Vyznamnou soucasti

metabolismu methioninu je jeho recyklace (kapitola 3.3).

3.1 Prijem methioninu

Kvasinky, na rozdil od savcu, dokazi methionin syntetizovat. Pro biosyntézu methioninu
je vsak nutné redukovat sifi¢itanovy anion na sulfidovy anion, pfiéemz na redukci jednoho
sifiCitanového aniontu na sulfidovy anion se spotfebovavaji dvé molekuly ATP a Ctyfi
molekuly redukéniho cinidla NADPH, takze to je energeticky velmi ndro¢ny proces (Thomas &
Surdin-Kerjan 1997). Tedy z dGvodu energetickych Uspor je dllezity i transport methioninu
do bunék z okolniho prostfedi (Menant et al. 2006). Methionin je jednim z moznych zdroju
siry (Thomas & Surdin-Kerjan 1997), ale co je podstatné;jsi, methionin je donorem methylové
skupiny pfi transmethylacich, proto je pro burnku velmi dulleZité zachovat primérenou
koncentraci methioninu, kterad je udrZzovdna mnozstvim a aktivitou permeaz v plazmatické
membrané (Voet & Voet 2004). Na transportu methioninu do buriky S. cerevisiae se podili
permedzy sriznou afinitou a specifitou k methioninu. Exprese jednotlivych permedz je

fizena extracelularni koncentraci methioninu.

Muplp, Mup3p, Agp3p, Agplp, Bap2p, Bap3p, Gnplp a Gaplp jsou permedzy, které
transportuji methionin (Menant et al. 2006; Ljungdahl & Daignan-Fornier 2012). MUP1

kdduje specifickou vysokoafinitni permeadzu, kterd hraje hlavni dlohu pfi pfijmu methioninu



(Isnard et al. 1996), a jak se pozdéji ukazalo, tak i pti prijmu cysteinu. AvSak methionin je
pfijiman prednostné pred cysteinem (Kosugi et al. 2001). Stfedni afinitu k methioninu maji
permedzy Agplp, Bap2p, Bap3p, Gnplp, které jsou Sirokospektré (Menant et al. 2006).
Permedzy Mup3p a Gaplp jsou nizkoafinitni a Sirokospektré (Isnard et al. 1996; Garrett

2008; Ljungdahl & Daignan-Fornier 2012). Pfehled zminénych permeaz je v tabulce 2.

Tabulka 2: Prehled nejdtlezitéjSich permeaz, které se podili na pfijmu methioninu. Pfevzato a upraveno dle Ljungdahl &
Daignan-Fornier 2012, informace byly doplnény z Menant et al. 2006; Shamiji et al. 2000; Ring-Olsen & Holmberg 1999.

Reakce na
vysokou
TF spoustéjici koncentraci

Nazev Promet |Afinita |expresi extracelularniho

Permedza |permeazy specifickd |k met | permedzy Regulace methioninu
High affinity
methionine

Muplp permease Ano Vysoka | Metdp Represe
Very low
affinity
methionine

Mup3p permease Ne Nizka Metdp GAAC Represe
Low-affinity
glutamine

Agp3p permease Ne Stiedni | Metdp Represe
High-affinity
glutamine SPS, NCR,

Agplp permease Ne Stredni | Stplp GAAC Exprese
Branched-
chain amino
acid

Bap2p permease Ne Stredni | Stplp SPS Exprese
Branched-
chain amino
acid

Bap3p permease Ne Stredni | Stplp SPS, GAAC Exprese
Glutamine

Gnplp permease Ne Stredni | Stplp SPS Exprese

PFi vysoké extraceluldrni koncentraci methioninu ubiquitin ligdza SCFMet0 ubiquitinuje

transkrip¢ni faktor Met4p, ktery je ubiquitinaci inaktivovan. Met4p je zodpovédny za expresi
permedz Muplp, Mup3p, Agp3p a genu podilejicich se na biosyntéze methioninu. Je tedy
logické, Ze pfi vysoké koncentraci methioninu neni potfeba methionin syntetizovat, tudiz ani
permedzy Muplp, Mup3p a Agp3p nejsou pfi vysoké koncentraci methioninu exprimovany

(Ljungdah!l & Daignan-Fornier 2012; Menant et al. 2006). Navic specifickd vysokoafinitni

4



permedza Muplp, vyskytujici se v plazmatické membrané, je za vysoké koncentrace
extraceluldrniho methioninu ubiquitinovana ubiquitin ligdzou Rsp5p, coZ zp(lsobi, Ze je
permedza Muplp endocytovana, a tak deaktivovana. V dlsledku stresu z nedostatku sirnych

MeB30 biquitin ligdza disociuje na SCF a Met30p. V této

aminokyselin, tudiz i methioninu, SCF
disociované formé nemuzZe ubiqutinovat transkripcni faktor Met4p, takZie neni inaktivovan

(Barbey et al. 2005).

Neubiqutinovany Met4p vytvari komplex se svymi kofaktory, kterymi jsou Met31p,
Met32p, Cbflp a Met28p, diky nimz Met4p naseda na DNA a spousti expresi genll (Ouni et
al. 2011). Témito geny jsou i geny pro permeazy Muplp, Mup3p a Agp3p (Menant et al.
2006). Avsak v ptipadé, Ze jsou kofaktory ubiquitinovany, jsou degradovany v proteazomu a
transkrip¢ni faktor Met4p nemuze spustit expresi gent pod kontrolou Met4p (Ouni et al.

2011).

Pfi vysoké extraceluldrni koncentraci methioninu je diky signalizaci SPS senzoru
spousténa exprese permeaz Agplp, Bap2p, Bap3p a Gnplp, ¢imZ je umozinén transport
methioninu do bunky (Menant et al. 2006), a naopak, exprese permeazy Gaplp je v dusledku
drahy SPS potlacena (Klasson & Fink 1999). SPS senzor je umistén v plazmatické membrané a
je sloZzen ze tfi vzdjemné se ovliviujicich komponent, tj. Ssylp, Ptr3p a Ssy5p. Ssylp je
integralni protein, ktery po navazani aminokyseliny, napfiklad methioninu, z extracelularniho
prostfedi zméni svoji konformaci, ¢imz preda signdl o pritomnosti aminokyselin proteinim
Ssy5p a Ptr3p (Forsberg & Ljungdahl 2001). Signalizaci SPS jsou negativné regulovany faktory
Std1lp a Mthlp, které brani hyperfosforylaci Ptr3p. Ma-li byt aktivovana exprese permedz,
musi byt faktory Stdlp a Mthlp odstranény. Mthlp a Std1lp jsou po fosforylaci kasein
dependentni kindzou Yck1/2 ubiquitinovany ubiquitin ligdzou SCF®™ a nasledné
degradovany (Spielewoy et al. 2004; Liu et al. 2008). Poté kindzy Yck1 a Yck2 hyperfosforyluji
Ptr3p, ¢imz se aktivuje Ssy5p, ktery ma proteolytickou aktivitu (Liu et al. 2008). V cytoplazmé
se nachazi transkripéni faktor Stplp s navazanou N -terminalni doménou, kterd mu
znemoznuje vstup do jadra. Je-li Ssy5p aktivovan, zpUsobi odstfihnuti této N-terminalni
domény a Stplp se dostdva do jadra, kde spousti expresi permedz Agplp, Bap2p, Bap3p a
Gnplp (Menant et al. 2006). Na defosforylaci Prt3p, tedy na utlumeni SPS drahy, se podili
protein fosfataza 2A (PP2Ap) s regulacni podjednotkou Rts1 (Liu et al. 2008).



Exprese permedzy Gaplp je fizena GAAC (,general amino acid control”) drahou
(Natarajan et al. 2001). Béhem hladovéni na dusik je pro bunku vyhodné exprimovat
permedzu Gaplp, protoze je uzplisobena na transport Sirokého spektra aminokyselin

(Grenson 1983).

3.2 Biosyntéza methioninu de novo

Biosyntéza methioninu de novo zacina slouceninou, kterd je za béznych podminek
snadno dostupna. Je ji kyselina asparagova, nebo presnéji L-aspartat. L-aspartat vznikd
transaminaci oxalacetatu, ktery je produktem citratového cyklu nebo karboxylace pyruvatu
(Voet & Voet 2004). Biosyntéza methioninu z aspartatu probiha v Sesti krocich pres pét
raznych intermedidtl, z nichZ homocystein propojuje biosyntézu methioninu s biosyntézou
L-cysteinu a naopak (Thomas & Surdin-Kerjan 1997). V prvni reakci je L-aspartat
fosforylovan za spotieby jednoho ATP enzymem L-aspartadt 4-P-transferazou (kddovanym
HOM3) na L-aspartyl - 4 - fosfat. Ten je redukovan enzymem aspartat semialdehyd
dehydrogendzou (kédovanym HOM?2) na L - aspartatsemialdehyd. Pfi této reakci je
spotfebovana jedna molekula NADPH, ktera slouZi jako redukéni cinidlo. NADPH je
spotfebovavano i v nasledujici reakci, ve které je aspartatsemialdehyd redukovan enzymem
homoserin dehydrogenazou (kédovanym HOM®6) na homoserin (Robichon-Szulmajster et al.
1965). Homoserin je prekurzorem jak methioninu a cysteinu, tak i threoninu a isoleucinu.
Biosynteticka draha methioninu dale pokracuje navdzanim acetylové skupiny na homoserin,
¢imzZ vznikne O-acetyl-homoserin. Kofaktorem této reakce je acetyl-koenzym A, acetylova
skupina se estericky vaZe na homoserin. S. cerevisiae na rozdil od E. coli pfednostné vyuziva
O-acetyl-homoserin nikoliv O-sukcinyl-homoserin (Wiebers & Garner 1967). Reakce je
katalyzovdna enzymem homoserin O-acetyltransferazou, ktera je kddovana genem MET2.
V predposledni reakci je vyuZzit produkt asimilace siranu, tedy sirovodik. Estericka skupina O-
acetyl-L-homoserinu je za plsobeni enzymu O-acetylhomoserin (thiol)-lyazy (kddovana
genem MET17) nahrazena za spotieby sirovodiku sirou. Vedlejsim produktem je acetat a
vznikd homocystein (Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Zavéretnd reakce je zavisld na
metabolismu jednouhlikatych $tépl. Molekula 5-methyl-THF(glu)s, kterd se stane donorem
methylové skupiny, vznikd z 5 - methyl - tetrahydropteroylmono - L - glutamat, ktery je

polyglutamovan enzymem folylpolygultamat syntetdazou (kédovanou MET7) za spotieby



dvou ATP a dvou molekul L-glutamatu na tetrahydropteroyltri-L-glutamat, zkracené
5-methyl-THF(glu)s (Cherest 2000). Po navazani methylové skupiny na thioskupinu vznika
thioetherova vazba, a tak je dokonéena pfreména homocysteinu na methionin. Této reakce
se Ucastni enzym homocystein-methyltransferdza (u kvasinek na kobalaminu nezavisla),
ktery je kédovan genem MET6, a donorem methylové skupiny je 5-methyl-THF(glu)s
(Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Tyto vySe popsané reakce zucastriujici se biosyntézy
methioninu de novo jsou znazornény na obrdzku 2.

Obrazek 2: Biosynteticka draha L-methioninu de novo. Pfevzato a upraveno dle SGD_project 2007.
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3.3 Setrici drahy methioninu

Vyznam methioninu stoupd, kdyz si uvédomime, Ze je esencialni pro vznik S-adenosyl-
L- methioninu (AdoMet). AdoMet je nékdy téZz nazyvany aktivovany methionin. Tato
molekula je povazovdna za druhou nejcastéjsi molekulu ucastnici se reakci v bunce.
Uplatiiuje se pfi transmethylacnich reakcich, biosyntéze vitamin(, biotinu a polyamind
(Thomas & Surdin-Kerjan 1997), pficemz z polyamint ddle vznikd koenzym A, ktery se

Ucastni rady reakci (White et al. 2001). Methionin je recyklovdan dvéma drahami, které jsou

nize popsany a schematicky zndzornény na obrdazku 3.



3.3.1 Cyklus S-adenosyl methioninu (methyla¢ni cyklus)

Kvasinka s pomoci enzymu S-adenosylmethionin syntetazy biosyntetizuje z methioninu
AdoMet. S-adenosylmethionin syntetazy jsou kdédované geny SAM1 a SAM2, které jsou
2 92% shodné a plini tutéz funkci. AdoMet je biosyntetizovan z L-methioninu a ATP, ktery je
kompletné defosforylovan, takZe z reakce odstupuje pyrofosfat a anorganicky fosfat. Tento
krok je tedy energeticky narocny. V molekule AdoMet jsou na siru navdzany tfi funkcni
skupiny, takZe se stava kladné nabitou. Jedna ze tfi skupin je skupina methylova, ktera se
uplatiuje pfi transmethylacich. Po odstoupeni této methylové skupiny z AdoMet vznikne
S-adenosyl-homocystein (AdoHC) (Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Methylova skupina mze
byt navdzana napriklad na nukleové kyseliny, proteiny ¢i lipidy (Thomas et al. 2000).
V molekule AdoHC je vdzana redukovand sira a cilem cyklu AdoMet je udrzet tento atom siry
v redukovaném stavu a vyhnout se tak energetickym ztradtam. Proto je AdoHC sledem dvou
reakci preménén zpét na methionin (Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Nejprve probéhne
hydrolyza AdoHC, na které se podili enzym S-adenosyl-L-homocystein hydrolaza (kédovana
genem SAH1) a molekula vody. AdoHC je rozStépen na dvé molekuly, a to na adenosin a
homocystein. Nicméné tato reakce je reverzibilni a nahromadéni AdoHC by pusobilo
inhibi¢né na transmethylace. Proto je produkt hydrolyzy, adenosin, rychle odéerpdvan na
dalsi enzymatickou reakci. Adenosin je fosforylovan, takie vznika AMP. Timto mechanismem
je posunuta rovnovaha hydrolyzy AdoHC ve prospéch produktd, tudiz AdoHC neni hromadén
(Tehlivets et al. 2004; Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Tato reakce je katalyzovdna enzymem
adenosin kindzou, které je kddovana genem ADO1 (Kanai et al. 2013). Ndasledné je cyklus
S-adenosylmethioninu uzavirdn reakci totoZnou se zdavérecnou reakci biosyntézy
methioninu. Z homocysteinu vznika methionin za Ucasti enzymu 5-methyltetrahydrofolat:
homocystein-methyltransferazy, kde jako donor methylové skupiny slouzi 5-methyl THF

(Thomas & Surdin-Kerjan 1997).

3.3.2 Cyklus 5-methylthioadenosinu

V pfipadé, ze AdoMet neni spotfebovan na transmethylace, ale na syntézu polyamint
nebo biotinu, vznikd vedlejsi produkt 5-methylthioadenosin (MTA), ktery obsahuje stejné
jako AdoHC siru v redukované formé. MTA je tedy z energetickych dlivodu recyklovan zpét
na methionin, a to pres Sest reakci. V prvnim kroku Setfici drahy je MTA fosforylovan MTA

fosforylazou (kédovanou genem MEUI1), pricemz se odsStépuje adenin. Vznika



5-methylthioribdza - 1 - fosfat, pricemz ribdza slouzi jako uhlikaty skelet vznikajiciho
methioninu. Sledem dalSich Ctyr reakci katalyzovanych enzymy, které jsou kédovany geny,
postupné MRI1 (isomerdza), MDE1 (dehydratdza), UTR4 (fosfatdza) a ADI1 (dioxygenaza),
vznikne kyselina 2-oxo-4-methylthiobutanovd (MOB). Zavérecny krok této drahy spociva
v transaminaci MOB na konecny produkt — methionin. PFfi této reakci byvaji nejcastéji
donorem aminoskupiny aromatické a rozvétvené aminokyseliny. Bylo zjisténo, Ze na tomto
kroku se mohou podilet Ctyfi  r0zné  transamindzy  srlznou  specifitou
k rGznym aminokyselinam (Pirkov et al. 2008). Mnozstvi transaminaz lze vysvétlit tim, Ze je
pro bunku dllezité, aby MOB nebyla hromadéna, nebot jeji zvysend koncentrace indukuje

apoptdzu buriky (Tang et al. 2006).

Obrazek 3: Set¥ici drahy methioninu a jejich zasazeni do metabolismu methioninu. Pfevzato a upraveno z Thomas &
Surdin-Kerjan 1997. ,A” znaci akceptor methylu. Ostatni zkratky jsou popsany v textu.
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3.4 Degradace methioninu

V pripadé prebytku methioninu a potfeby jeho degradace burka vyuzivd Ehrlichovu
drahu, pfi které methionin podstupuje transaminaci a stava se z néj kyselina 2-oxo-4-
methylthiobutanova (MOB). Ta je dale dekarboxylovdana enzymem ArolOp, ¢imz vznikne
aldehyd — methional. Aldehydy je obecné moiné oxidovat na karboxylové kyseliny nebo
redukovat na alkoholy. Methional muize byt bud oxidovan na ,fusel” kyselinu - kyselinu 3-
(methylthio)propanovou (Perpéte et al. 2006), nebo, jak je tomu vétSinou, redukovan
s pomoci alkohol dehydrogendzy na ,fusel” alkohol - methionol. Redukce se ucastni
redukéni €inidlo NADH, naopak oxidace se U&astni NAD®. Oxidaci methanalu na kyselinu
3-(methylthio)propanovou je NAD" recyklovdno na NADH, ktery mizZe byt vyuZit v jinych
metabolickych drahach. Methionol i kyselina 3-(methylthio)propanova jsou vylouceny
z buriky. Membranovy transportér pro transport methionolu z buiky neni znam. Export

Ill

Sfusel” kyselin zajistuje transportér Pdrl2p, jehoZ aktivita je spojena se spotfebou ATP

(Hazelwood et al. 2008).

Dalsi cesta, jak burika degraduje methionin, je, Ze ho s pomoci demethioldzy rozstépi
na methanthiol (Perpéte et al. 2006) a pravdépodobné kyselinu a-aminobutanovou, ktera je
nejspiSe transaminaci preménéna na a-ketobutyrat. Nebo tataz demethiolaza Stépi rovnou
MOB, nikoliv methionin, na methanthiol a a-ketobutyrat. Methanthiol je vyloucen z bunky,
zatimco a-ketobutyrat, na rozdil od produktd Ehrlichovy drahy, muizZe byt znovu vyuzit

jakozto prekurzor pro biosyntézu isoleucinu. (Perpéte et al. 2006).

4 Regulace prijmu a biosyntézy methioninu

Ackoliv je methionin chudym zdrojem dusiku (Godard et al. 2007), navic jeho
intracelularni koncentrace je v porovnani s ostatnimi proteinogennimi aminokyselinami
(s vyjimkou degradace na a-ketobutyrat, jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole (Perpete et
al. 2006)), je pro zivot buriky nepostradatelny. Ucastni se totiz dleZitych reakci a
metabolickych drah, jako je napfiklad transmethylace a s ni souvisejici biosyntéza polyamin(
(Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Pres jeho nepostradatelnost je vSak nezbytné, aby burika

udrZovala jeho koncentraci v urcitém optimalnim rozmezi (Chiao & Peterson 1953).
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Ma-li bunka Ffidit intracelularni koncentraci methioninu, musi ji ur¢itym zplUsobem
monitorovat. Ktomu slouzi modifikace tRNA. Jednd se o tRNA nabijeci se lysinem,
glutaminem nebo glycinem. Diky nim bunka rozpozndva intraceluldarni dostupnost
methioninu, cysteinu, AdoMet a siry vredukované formé. Tyto tRNA mohou byt
modifikovany pfipojenim methoxykarbonylmethylové (mcm) funkéni skupiny na paty atom
uridinu, ktery se nachazi v oblasti antikodonu (,wobble” pozice). Takovd modifikace je
zapisovana jako mcm’U tRNA. V p¥ipadé intracelularniho dostatku siry v redukované formé a
sirnych aminokyselin enzym Uba4p thioluje enzym Urm1lp, ktery substituuje oxo skupinu
uridinu thio skupinou. Oxo, respektive thio skupina se nachdzi na druhém atomu uridinu,
proto je vznikld tRNA oznaovdna mcm’s’U tRNA, kterd byva také oznalovéna jako
thiolovana tRNA a proces se nazyva thiolace. Donorem thiolové skupiny (-SH) je cystein a
enzym katalyzujici tuto reakci je cystein desulfurdza (kédovany genem NFS1) (Noma et al.
2009). Nizsi mnozZstvi thiolované tRNA dava burice signdl o nedostatku sirnych aminokyselin,
coz ma za nasledek spusténi biosyntézy methioninu a cysteinu, aktivaci jejich Setticich drah,
snizeni miry translace a zpomaleni rlistu buriky. Naopak vyssi mnozstvi thiolované tRNA dava
burice signal, Ze sirnych aminokyselin je dostatek. Tento signal vede ke zvySeni miry translace
a metabolismu uhliku a zahdjeni rGstu bunék (Laxman et al. 2013). Vztah methioninu,

thiolace tRNA a jejiho plisobeni je znazornén na obrazku 4.

Obrazek 4: Mechanismus a vliv thiolace tRNA. Pfevzato, upraveno a doplnéno na zakladé informaci z ¢lank( Noma et al.
2009) a Laxman et al. 2013. Vznik a funkce Imllp/Npr2p/Npr3p komplexu jsou vysvétleny v kapitole 5.1.2 , Autofagie
nezavisla na hladovéni na dusik”
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Exprese genl pro biosyntézu methioninu de novo, asimilaci siry i methylacni cyklus
jsou pod kontrolou transkripéniho faktoru Met4p. Jeho aktivita je pozitivné fizena
nedostatkem methioninu, cysteinu nebo AdoMet v intraceluldarnim prostredi. Tudiz v pripadé
intracelularniho nedostatku methioninu, cysteinu nebo AdoMet je aktivovan Met4p, coz ma
za nasledek expresi genl pro biosyntézu téchto dvou sirnych aminokyselin a AdoMet
(Ljungdahl & Daignan-Fornier 2012). Aktivace Met4p miZe souviset se snizenim miry

thiolované tRNA, avSak mechanismus ani hypotéza nebyly doposud zkoumany.

Navic, jak bylo popsano v kapitole 3.1, je Met4p spousténa exprese permedz Muplp,
Mup3p a Agp3p, které zvysi miru transportu methioninu z extracelularniho prostredi do
buniky (Menant et al. 2006). V kapitole 3.1 ,Pfijem methioninu“ je popsdna regulace

transkrip¢niho faktoru Met4p.

5 Role methioninu v bunécnych procesech v S. cerevisiae
Methionin ovliviiuje mnoho bunécnych procesi, které probihaji v S. cerevisiae. Tyto
procesy jsou komplexni a c¢asto vzdjemné provazané. Tato kapitola je vénovdna vlivu

methioninu na autofagii, rdst a bunécné starnuti.

5.1 Vliv methioninu na autofagii

Pro preZiti bunék je dllezitd adaptace na zmény vnéjsiho prostfedi a udrzovani vnitini
homeostazy. K tomu pfispiva proces zvany autofagie, ktery se objevuje napti¢ organismy, coz
potvrzuje jeho nepostradatelnost pro preziti (Reggiori & Klionsky 2013; Hansen et al. 2008).
Autofagie ma navic vliv na zpomaleni starnuti (Alvers et al. 2009). U¢astni se ji produkty ATG
genu, které jsou vysoce konzervované. Proces autofagie spociva v tom, Ze burika ve vakuole
degraduje nepotiebné nebo poskozené organely, makromolekuly nebo proteiny na
jednotlivé molekuly, které dale vyuzije pro biosyntézu potfebnych organel, makromolekul a
proteinli (Reggiori & Klionsky 2013). Nicméné autofagie musi byt regulovana, aby

nedochazelo k degradaci nepostradatelnych organel a proteint (Reggiori & Klionsky 2013).

5.1.1 Regulace autofagie

Regulace je vétSinou zajisténa TOR (,target of rapamycin®) drahou, kdy je v disledku
nedostatku Zivin nebo v dlsledku plsobeni rapamycinu aktivita komplexu TORC1 (TOR

komplex 1) snizena.
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Jednou z mozZnosti, jak kvasinka reaguje na nedostatek aminokyselin a dusiku, je vznik
Npr2p/Npr3p komplexu, ktery snizi aktivitu komplexu TORC1 (Neklesa & Davis 2009).
V dusledku snizeni aktivity TORC1 neni Atgl3p fosforylovan. Defosforylovany Atg13p se vaze
s Atglp, které dohromady s dalSimi Atg (autophagy) proteiny vytvafi preautofagozomalni
strukturu (PAS), ktera vede k tvorbé autofagozomu. Ma-Ili burnka dostatek Zivin, komplex
TORC1 TOR drahy fosforyluje Atgl3p, takZe se nemUzZe vazat s Atg proteiny, tudiz nevznika
PAS a autofagie je tak inhibovdna (Kamada et al. 2010). Regulace autofagie TORC1

komplexem v pfipadé nedostatku aminokyselin je zndzornéna na obrazku 5.

Obrazek 5: Pisobeni TOR drahy na autofagii. AK znac¢i aminokyseliny. Obrazek vychazi z informaci ¢lank( Kamada et al.
2010 a Neklesa & Davis 2009.

! AK —> aktivace TORC]1 —> Atg13p —> Inhibice autofagie

Atg proteiny

YV AK —> Npr2p/Npr3p —> inaktivace TORC1 —> Atgl3p —> PAS ——> Autofagie

Dalsi cesta regulace autofagie vede pres cAMP-dependentni proteinkindza (PKA),
kterd, stejné jako TORC1 (ale nezdvisle na ném), fosforyluje Atgl3p a je tedy také
inhibitorem autofagie. Pricemz inaktivace PKA taktéz vyvolava spusténi autofagie (Stephan

et al. 2009).

5.1.2 Autofagie nezavisla na hladovéni na dusik

Neddvno bylo u prototrofniho kmene Saccharomyces cerevisiae pozorovano, Zze po
preneseni kvasinek z bohatého média do chudého média byla indukovana autofagie. Chudé
médium obsahovalo anorganicky dusik a obé média obsahovala laktat, jakozto
nefermentovatelny zdroj uhliku. Tento typ autofagie nebyl indukovan hladovénim ani na
uhlik ani na dusik, proto byl nazvdn autofagii nezavislou na hladovéni na dusik
NNS (,non-nitrogen-starvation”)-indukovana autofagie. NNS-autofagie nebyla indukovana
v pfipadé zmény sloZzeni chudého média. Pokud chudé médium obsahovalo misto laktézy
glukézu, nebyla autofagie indukovana. V pfipadé pozdéjsiho pfidavku glukézy do chudého
média byla autofagie inhibovana. Na zakladé téchto vysledkl byla vyslovena hypotéza, Ze

NNS-indukovana autofagie mlze byt pod kontrolou katabolické represe (Wu & Tu 2011).
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Pozdéjsi studie ukazaly, Ze pridavek methioninu, na rozdil od pfidavku jinych
aminokyselin, do chudého média zpUsobi silnou inhibici NNS-indukované autofagie. Na
zakladé tohoto pozorovani bylo vyvozeno, Ze methionin je limitujici aminokyselina pro rist a
jeji nedostatek vede ke spusténi autofagie (Sutter et al. 2013). Diky sériim experimentd,
publikovanych autory Sutter a kol. vroce 2013, byl navrien mechanismus pusobeni

methioninu na NNS-indukovanou autofagii.

Bylo zjisténo, Ze methionin a homocystein inhibuji NNS-autofagii, zatimco sirna
aminokyselina cystein a zni biosyntetizovany glutathion (GSH) nemaji na inhibici
NNS-autofagie znatelny vliv (Sutter et al. 2013). Glutathion je dulezitym bunécnym redoxnim
pufrem a plsobi tedy proti oxidativnimu stresu, ktery je vyvolan vys$si koncentraci
reaktivnich forem kysliku, zkrdcené ROS (reactive oxygen species) (Grant et al. 1997).
Zjisténim, Ze glutathion neplsobi inhibici NNS-autofagie bylo vylouceno, Ze NNS-autofagii
spousti oxidativni stres. Dale bylo zjistovano, zda se na regulaci NNS-autofagie podili TORC1
komplex. Pfi spusténi NNS-autofagie byla detekovana vyssi mira defosforylovaného proteinu
Atgl3p, ktery je schopen vytvofit PAS. Nicméné po pfidani methioninu byla autofagie
inhibovana, ackoliv Atgl3p vykazoval obdobnou miru defosforylace jako bez pridavku
methioninu. Z tohoto pozorovani byl vyvozen zavér, Zze methionin plisobi bud na néjaky dalsi
produkt po proudu defosforylovaného Atgl3p, ¢imZz je inhibovana NNS - autofagie
(zndzornéno na obrazku 6B), nebo Ze methionin inhibuje NNS autofagii nezdvisle na TOR

draze (zndzornéno na obrazku 6A) (Sutter et al. 2013).

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, methionin, potazmo AdoMet, jsou klicové molekuly pro
transmethylaéni reakce (Thomas & Surdin-Kerjan 1997). Dalsi badani se tedy ubiralo cestou
zjistovani, zda delece nékteré transmethylazy nezplsobi zruseni efektu pridavku methioninu
do chudého média, ve kterém kvasinky prochazi NNS-autofagii. Pfi deleci methyltransferazy
Ppm1p skutecné nedoslo k inhibici NNS-autofagie, ackoliv byl methionin pfidan do média
(Sutter et al. 2013). Ppm1p je methyltransferaza, ktera methyluje katalytickou doménu C
protein fosfatazy 2A (PP2Ap) (Wu et al. 2000). Po preneseni methylové skupiny z AdoMet na
katalytickou podjednotku PP2Ap vykazuje methylovana PP2Ap odliShou substratovou
specifitu nez nemethylovand PP2Ap. Methylovana PP2Ap defosforyluje Npr2p, coz vede

kinhibici NNS-autofagie a zrychleni rlstu burnky. Naopak v pfipadé preneseni burky
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z bohatého média do chudého média, ke kterému nebyl pridan methionin, zlstava PP2Ap
nemethylovana, takie Npr2p zistava fosforylovany (Sutter et al. 2013). Na fosforylovany
Npr2p se navaze Imllp a Npr3p, ¢imz se vytvori Imllp/Npr2p/Npr3p komplex spoustéjici
NNS-indukovanou autofagii (Wu & Tu 2011). Tento komplex velmi pravdépodobné pusobi
na snizeni mnoizstvi thiolované tRNA (Laxman et al. 2013). Vliv methioninu na tvorbu

Iml1p/Npr2p/Npr3p komplexu a jeho dalsi plsobeni je zndzornéno na obrazku 6A.

Obrazek 6A, 6B: Vliv methioninu na autofagii a rist. A: Prvni zmoinych modell, kterym methionin spousti
NNS-autofagii. Kfizek znaci, Ze nevznika komplex. B: Druhy z moznych model, kterym methionin spousti NNS-autofagii
Symbol _ _ _ znadi hypoteticky ndsledny produkt po proudu Atgl3p. Obrazek vychazi z informaci ¢lank( Laxman et al. 2014;
Sutter et al. 2013 a Ruckenstuhl et al. 2014.
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5.2 VIliv methioninu na rust

Auxotrofni kvasinky, které nejsou schopny syntetizovat methionin, se v pfipadé
hladovéni na methionin zastavuji na pocatku G, faze. Populace kvasinek tak prestava rist
(Unger & Hartwell 1976). Na prototrofni kvasinky maji zmény koncentrace methioninu
v extraceluldarnim prostfedi pouze maly vliv na rlst populace. Vtomto pripadé je vliv
dostupnosti methioninu srovnatelny svlivem ostatnich, pro kvasinky neesencidlnich
aminokyselin (Wu et al. 2013). To ale pravdépodobné plati pouze pro média, kterd obsahuiji
fermentovatelny zdroj uhliku, jakym je napfiklad glukdza. Jind studie pfinesla poznatek, Ze
v médiu s nefermentovatelnym zdrojem uhliku (laktézou) a nedostatkem methioninu
prototrofni kmen kvasinek témér nerostl (Sutter et al. 2013). Naopak v médiu s pfidavkem

methioninu a s laktézou populace kvasinek rostla. Bylo zjisténo, Ze kvasinky s deleci genu
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kodujici Ppm1p nevykazuji tak vyrazné zvyseni rastu po pridavku methioninu. Déje se tak
z toho dlvodu, Ze v pripadé absence Ppmlp neni inhibovana NNS-autofagie. Rlst bunék je
tedy velmi pravdépodobné regulovan autofagii, kterd je regulovana dostupnosti methioninu

(Sutter et al. 2013). Vliv methioninu na rlst je znazornén na obrazku 7.

Obrazek 7: Vliv methioninu na rust. Obrazek vychazi z informaci z ¢lankd Wu et al. 2013 a Sutter et al. 2013.
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5.3 Vliv methioninu na bunéc¢né starnuti

V roce 1993 bylo zjisténo, Ze omezeni prijmu methioninu (MetR) zplsobuje u krys
prodluZzovani Zivota (Orentreich & Zimmerman 1993), pozdéji to bylo prokazano také u
dalSich Zivocisnych druht, napfiklad u octomilek (Lee et al. 2014), krys a nejspiSe i u lidi
(Johnson & Johnson 2014). U prototrofnich kvasinek bylo zjisténo, Ze snizend koncentrace
methioninu zplsobi prodlouzeni replikativniho (Koc et al. 2004) a chronologického starnuti,
naopak zvysena koncentrace methioninu sniZzuje chronologické doziti bunék. Prodlouzeni
doziti bunék za podminek MetR se projevi i u bunék, které maji deletovan gen pro Torlp, coz

znamena, ze TORC1 neindukuje bunécnou odpovéd na MetR (Wu et al. 2013).

5.3.1 ProdlouZeni doZiti zprostredkované autofagii

V roce 2014 byly publikovany vysledky pokusu skupiny Ruckenstuhl a kolektiv, které
ukazaly spojitost omezeni methioninu s autofagii a dlouhovékosti. Na pokus byly pouzity dva
auxotrofni kmeny kvasinek, a to s deleci genu MET17 a genu MET2, které maji omezenou
biosyntézu methioninu, pficemz Amet17 je schopen pouze omezené biosyntézy methioninu
a Amet2 neni vibec schopen methionin biosyntetizovat. Burniky téchto dvou auxotrofnich
kmen( vykazovaly delSi dobu chronologického dozZiti oproti prototrofnimu kmeni.
U auxotrofnich kvasinek bylo béhem hladovéni na methionin pozorovdno rychlé spusténi
autofagie. Souvislost autofagie s prodlouzenim CLS zplUsobené MetR byla prokazana pomoci
delece gend, jejichz produkty se Ucastni autofagie. Jednalo se o deleci geni ATG5, ATG7 a

ATGS. Bunky, které byly vystaveny MetR (tj. kmeny Amet17 a Amet2) a byla jim inaktivovana
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autofagie, umiraly rychleji oproti kvasinkam, které mély methioninu dostatek. Z téchto
pozorovani bylo vyvozeno, Ze v disledku hladovéni na methionin je spusténa autofagie, diky
které se prodluzuje chronologické doziti bunék (Ruckenstuhl et al. 2014). Jelikoz médium, ve
kterém byl pokus realizovan, bylo bohaté a kvasinky hladovély pouze na methionin, Ize
usuzovat, Ze se jednalo o jiz zminénou NNS-autofagii. Je tedy pravdépodobné, Ze pfi
nedostatku methioninu je indukovana NNS-autofagie, diky které se bunky doZivaji vyssiho
chronologického véku (Ruckenstuhl et al. 2014; Sutter et al. 2013). Vliv MetR a autofagie na

starnuti je zndzornén na obrazku 6A.

5.3.2 Starnuti zptisobené oxidaci methioninu

Na bunky mlze pUsobit oxidativni stres, ktery je zplUsobovan zvySenou koncentraci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Ty jsou produkovdny jako vedlej$i produkt respira¢niho
retézce a pri poskozeni mitochondrii jsou produkovany ve vyssi mife (Adam-Vizi &
Chinopoulos 2006). Methionin velmi snadno podléha oxidaci zplsobenou ROS. Atom siry
methioninu je oxidovan do oxida¢niho stavu Ctyfi plus, pfijimad dva elektrony a vaze se
dvojnou vazbou s atomem kysliku, ¢imZ vznika methionin sulfoxid (MetO). Protein, ktery
obsahuje MetO namisto methioninu, nemizZe dokonale pinit svoji funkci, coZz urychluje
replikativni starnuti bunék. Antioxidalni enzymy MrsAp a MrsBp (methionin sulfoxid
reduktdza A a B) redukuji atom siry MetO, tudiz MetO je redukovdn opét na methionin.
V disledku této zpétné redukce se protein stava funkénim a diky tomu dochazi
k prodluzovani replikativniho doZiti bunék. Zde methionin nevystupuje jako modulator
bunécného starnuti, ale prostfednictvim oxidace methioninu jako nastroj bunécného

starnuti (Koc et al. 2004).
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6 Zavér
Tato préce se zabyva metabolismem methioninu a vlivem methioninu na autofagii, rlist
a starnuti. Tyto procesy jsou vzajemné propojeny a jednim z jejich spole¢nych jmenovatel( je

pravé methionin.

Hladovéni na methionin u S. cerevisiae indukuje autofagii nezavislou na hladovéni na
dusik. Pro tento novy zplsob indukce autofagie byly zatim navrieny dva modely, kterymi
mulze byt autofagie indukovana (Sutter et al. 2013). Autofagie vyvolanad hladovénim na
methionin prodluzuje dozZiti bunék (Ruckenstuhl et al. 2014) a vyrazné zpomaluje jejich rast
(Sutter et al. 2013). Nedostatek methioninu vede ke sniZzeni mnozstvi thiolované tRNA
v burice (Noma et al. 2009), coz vede ke zpomaleni rastu, k utlumeni uhlikového

metabolismu a k aktivaci drah biosyntézy methioninu (Laxman et al. 2013).

Ukazuje se, Ze mnozstvi dostupného methioninu muzZe ovliviiovat i lidskou
dlouhovékost. Lidské fibroblasty, které jsou na podkladé genetické dispozice vystaveny
restrikci methioninu (deleci genu MTR, coZ je homolog genu MET17 u kvasinek), jsou
odolnéjsi vici oxidativnimu stresu a zpomaluje se jejich replikativni starnuti (Johnson &
Johnson 2014). Navic oxidativni stres zplUsobuje oxidaci methioninu (Koc et al. 2004) a bylo
prokazano, Ze vysoké mnozstvi oxidovaného methioninu (navySené v dlsledku oxidativniho
stresu a nedostatku antioxidantd — methionin sulfoxid reduktaz) zplsobuje u lidi
neurodegenerativni onemocnéni (Weissbach et al. 2005; Berlett & Stadtman 1997). Je tedy
mozné, Ze restrikce methioninu by mohla pftispivat k prodlouzeni doziti u lidi. Otdzkou ale
zGstava, zda by tento zpUsob prodlouzeni doziti nemél vedlejsi Gcinky. (Johnson & Johnson
2014). Proto jako prispévek k moznému prodlouzeni délky Zivota vidim spiSe omezeni

nadkonzumace potravin s obsahem methioninu nez jeho Uplnou restrikci.
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