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Abstrakt

Sekre¢ni draha je proces, ktery slouzi k maturaci asi jedné tfetiny proteinti vznikajicich
béhem proteosyntézy. Spravné fungovani kazdého membranového proteinu zavisi na jeho
efektivnim pfenosu do cilové membrany. Dilezitou skupinou proteinii, které interaguji
s maturujicimi proteiny a zajiStuji jejich priichod sekre¢ni drédhou, jsou cargo receptory.
Pomahaji vznikajicim proteinim se zainkorporovat do COPII vackt, pomoci nichz se
exportuji z endoplasmatického retikula do Golgiho aparatu. Mezi charakterizované cargo
receptory patii kvasinkovy Erv14. Na zikladé podobnosti s timto cargo receptorem bylo
identifikovano nékolik homolognich cargo receptort také u vyssich eukaryot, v¢etné ¢lovéka.
Mezi membranové proteiny, které prochéazeji sekre¢ni drdhou a jejichz biogeneze vyzaduje
piitomnost cargo receptoru, patii Na'/H™ antiportery. Cilem této bakalafské prace je popsat
mechanismus biogeneze proteinii v eukaryotnich bunkach a shrnout soucasné poznatky o
uloze cargo receptoru Erv14 a jeho lidskych homologi CNIH1-4 v biogenezi transportéra

monovalentnich kationtl, véetné Na'/H" antiportert.

Kli¢ova slova: Na'/H" antiportery, Erv14, CNIH, cargo receptor, sekre¢ni draha



Abstract

A secretory pathway is a process which serves for maturation of approximately one
third of nascent polypeptides during proteosynthesis. Correct function of each membrane
protein depends on their effective transport into its target membrane. An important group of
proteins interacting with maturating proteins and ensuring their pass through the secretory
pathway are cargo receptors. Cargo receptors help to insert nascent proteins into COPII
vesicles via which they are exported from endoplasmic reticulum to Golgi apparatus. Erv14
belongs to characterized cargo receptors in yeast. Based on similarity with this cargo receptor
several homologous cargo receptors were also identified in higher eukaryotes, including
human. Na/H" antiporters are among membrane proteins passing the secretory pathway and
requiring a cargo receptor for their biogenesis. The aim of this work is to summarize
knowledge of the role of Ervl4 cargo receptor and its human homologs CNIHI1-4 in

biogenesis of monovalent cation transporters, including Na“*/H" antiporters.
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1 Uvod

K zajisténi spravného fungovani bunky je zapotfebi nejen udrzovani jeji homeostéaze,
ale také kontrola spravnych konformaci proteini a jejich nésledné dopraveni do urcitych
membranovych organel (napi. vakuoly) Ci jejich sekrece do extracelularniho prostiedi.
Proteiny, které cili do dané membrany, se nazyvaji membranové. Buiky si vyvinuly specialni
mechanismus, ktery se nazyva sekre¢ni draha (C. Barlowe et al., 2013; Sicari et al., 2019).
Tomuto procesu podléhaji pouze membranové proteiny nebo takové proteiny, které cili do
extracelularniho prostoru. V roce 2013 byla Randymu Schekmanovi, Thomasovi Siidhofovi a
Jamesovi Rothmanovi udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu pravé za popis tohoto
procesu (Mellman et al., 2013). Diky objeveni principi mechanismu biogeneze proteinil se
také poukézalo na dulezitou roli endoplasmatického retikula (ER) a Golgiho aparatu (GA)
v posttransla¢nich modifikacich a ve sbalovdni nové vznikajicich proteini (Sicari et al.,
2019).

Transportéry jsou jednim z mnoha typt proteind, které prochazeji sekre¢ni drahou. Tyto
membranové proteiny jsou jakymsi komunikaénim prostfedkem buiiky s okolim, pfedev§im
na Urovni toku hmoty, energie a informaci. Majoritni vyznam pro zajiSténi spravné funkce
transportérti ma jejich umisténi v cilové membrang, at’ uz se jednd o plasmatickou membranu
(PM) ¢i membranu endosomu, vakuoly, ER nebo GA (C. Barlowe et al., 2013). Velkou
rodinu transportnich proteinii tvofi transportéry kationtd (Na®, K*) a protonti (H") (Dutta et
al., 2018). Spravna konformace a nasledné dopraveni proteinli transportujicich monovalentni
kationty do cilovych membran jsou dulezité pro jejich transportni aktivitu, bez niz by nebylo
mozné¢ udrzovat uvnitt bun€k optimdlni pH a koncentrace monovalentnich kationtii. Pfi
dodrZeni téchto podminek je buiika schopna rist, komunikovat a mnozit se (Zimmermannova
et al., 2019).

Nedilnou soucasti sekre¢ni drahy jsou také proteiny, které se nazyvaji cargo receptory.
Bylo zjisténo, ze tyto proteiny hraji dilezitou roli pfi vedeni, nejen, transportnich proteind
skrze sekre¢ni drahu (Herzig et al., 2012), ale také se podileji na jejich spravném zasazeni do
PM (Papouskova et al., 2021).

Tato prace shrnuje obecné znalosti o biogenezi proteinti v ER a jejich transportu do GA
pomoci specializovanych transportnich vacki. Konkrétnéji se zabyva biogenezi Na'/H"
antiportert. Dale se vénuje tloze a vyznamu jednoho z cargo receptorii kvasinek, Erv14, a

funkeci a struktute jeho lidskych homologt, cargo receptort CNIH.



2 Sekre¢ni draha
Nové polypeptidy vznikaji na ribozomech mechanismem zvanym translace. Jedna se o

preklad transkripce mRNA do primdrni struktury nové vznikajiciho proteinu. Velké mnozstvi
ribozoml se volné pohybuje v cytosolu, nckteré ale sedi na povrchu tzv. drsného
endoplasmatického retikula (Alberts, 2019). Zde, na povrchu membrany endoplasmatického
retikula (ER), za¢ina dalsi dilezita cesta nascentnich polypeptidi. Sekre¢ni draha je proces,
pfi kterém dochazi ke spravnému slozeni asi jedné tretiny bunéénych proteini (Aviram et al.,
2017) a k jejich naslednému dopraveni do jejich cilovych mist, at’ uz se jedna o extracelularni
prostor nebo lipidové membrany organel. Maturace proteind, které podléhaji sekre¢ni dréaze,
zacina v endoplasmatickém retikulu, prvni organele tohoto procesu. Zde dochazi ke skladani
proteint (foldingu) a post-transla¢nim modifikacim. Maturujici protein se poté presouva do
Golgiho apardtu (GA), kde dochazi k findlnim upravam a dalSim post-translaénim
modifikacim (C. Barlowe et al., 2013; Klausner, 1989). Proteiny, jejz jsou Cerstvé
syntetizovany v ER, a které je za potiebi poslat dal, jsou exportovany pomoci COPII vackt
(Obr. 1). Transport proteinti z GA do ER a v ramci GA zprosttedkovavaji COPI vacky (Obr.
1) (Adolf et al., 2019).

Cilem této dréhy je, krom¢ pfenosu proteini do jejich kone¢nych mist, také udrzeni
jakési proteinové homeostdze (proteostize), ktera spociva predev§im v kontrole kvality
proteind, které timto procesem prochazeji (Anelli et al., 2008).

Zékladnim modelovym organismem, pomoci né¢hoZ probihaji studie nejen co se tyce
sekre¢ni drahy, ale také naptiklad jiz zminénych transportnich proteinii, jsou kvasinky.
Nejvyuzivanéj$i kvasinkou je bezpochyby Saccharomyces cerevisiae. Jednd se o
jednobunécny eukaryotni organismus, jehoZz genom byl také prvni mezi eukaryoty kompletné
osekvenovan. Bylo charakterizovano vice nez 6000 genti uspotadanych v 16 chromozomech
ulozenych v jadfe (Goffeau et al., 1996). Dlivodem, pro¢ jsou kvasinky tak vybornym
modelovym organismem je nejen vysokd podobnost bunikam vysSich eukaryot, ale také jejich

kratkéd generacni doba a snadnd manipulace (Botstein et al., 1997).
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Obr. 1: Schéma sekre¢ni drahy véetné mechanismii kontrolujicich proteinovou
homeostazu. (1) Polypeptidové fetézce, které dokonéi ribozomalni translaci, jsou ptemistény do
lumen ER (2), kde se nachazi n€kolik kontrolnich mechanismti (CANX/CRT), které zajisti maturaci a
spravné slozeni. Maturované fetézce usti do COPII vacku (3), které zajisti pfesun polypeptidi do GA
(4). Zde se podobné jako v lumen ER nachéazeji kontrolni mechanismy, které dokon¢i maturaci
peptidi. Ty se poté mohou translokovat do riznych cilovych mist (5). Retrogradnim transportem se
zpét do ER vraci pomoci COPI vackli nematurované ¢i Spatn¢ slozené proteiny (6). Tyto proteiny,
které neprosly kontrolnimi body v ER a GA, se pfesouvaji pomoci ERAD drahy zpét do cytosolu (i).
Tam jsou dale oznaceny ubiquitinem v UPS systému (7) a degradovany v proteasomu (8). Proteiny je
mozné degradovat pfimo v lumen ER. Prochazeji tzv. pre-empty quality control, ktera kontroluje

maturujici proteiny pied opusténim ER (ii) (pfevzato ze (Sicari et al., 2019)).

2.1 Biogeneze proteina v sekrecni draze

Translokace polypeptidového fetézce syntetizovaného na ribozomech je prvni krok,
kterym zacina biogeneze proteinti podléhajicich sekrecni draze. Je tizend hydrofobni signalni
sekvenci, ktera muze byt napiiklad transmembranovd nebo lokalizovand na N-konci
polypeptidu. Do sekre¢ni drahy vstupuji dva druhy proteinti. Prvnim jsou proteiny rozpustné
ve vodé, které jsou po transportu skrze membranu ER uvolnény do jeho lumen. Druhym
typem jsou transmembranové proteiny, které lze dale rozde€lit na membranové proteiny
s jednou transmembranovou doménou a s vice transmembranovymi doménami. Tyto proteiny
se nasledné zaclenuji pfimo do membrany ER, membrany jiné organely nebo do plasmatické

membrany (Alberts, 2019). Podle toho, o jaky typ proteinu se jedna (solubilni, membranovy),



jsou polypeptidy navadény k membrané ER rozliSnymi zpiisoby a dale také translokovany do

ER lumen odlisSnymi mechanismy (Obr. 2).
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Obr. 2: Typy translokaci proteini. (A) Draha zavisla na SRP (signal recognition particle) a SR
(receptor pro SRP). Je zde SRP, ktera je schopna rozeznat a vazat hydrofobni signalni sekvenci
nascentniho proteinu. Po navazani dochazi k cileni na SR, ktery sedi v membrané ER, a na niz dochazi
ke ko-translacni translokaci proteinu do lumen ER. (B) Post-translacni translokace je, podobn¢ jako
ko-transla¢ni translokace, zaloZzena na funkci Sec61 komplexu, ktery vytvaii por pro inserci sekrecnich
proteinl. Rozdil spociva v dopraveni nové vznikajicich proteinti. To je zprostiedkovano pomoci
Hsp70 ATPazy Ssal (viz kapitola 2.1.2), ktera udrzuje proteiny v nesbaleném stavu. Protein Kar2,
pripojeny na polypeptid, translokujici se skrze Sec61 komplex, pak dale kontroluje spravné sbaleni
polypeptidu a jeho posun do nitra ER. (C) Tteti typ translokace je zcela nezavisly na Sec61 a Sec63
komplexech a SRP ¢astici. Touto drahou prochéazeji proteiny, které jsou v membrané ukotvené svym
C-koncem. Translokace tohoto typu nascentnich polypeptidii je zavisld na komplexu Getl/Get2.
Proteiny jsou navadény k tomuto komplexu pomoci proteinu Get3 a komplexu Sgtl/Getd/Get5

(ptevzato z (C. Barlowe et al., 2013)).

Ko-translacni translokace (Obr. 2A) zaciné prave po translaci signalni sekvence pomoci
ribozomu. Dochazi k rozezndni signdlniho tseku komplexem SRP (signal recognition
particle), ktery po vazbé na toto misto cili na SRP receptor (SR) nachazejici se v membrané
ER (Ogg et al., 1998). Jedna-li se o post-translacni translokaci (Obr. 2B), ptispivaji k dopravé
proteinu na membranu ER pomocné proteiny (chaperony), které se podileji na udrzeni
proteinu ve volné, translokacni formé¢, dokud neni pfitomen na membrané, odkud je pak
translokovan skrze lipidovou dvojvrstvu do lumen ER nebo do jeho membrany (Chirico et al.,

1988). Dalsim typem translokace je poté tzv. GET fizena translokace (Obr. 2C), pomoci niz



dochazi k inzerci proteinti ukotvenych C-koncem do membrany ER (Yabal et al., 2003).
Existuje také translokace zavisld na EMC komplexu, ktery =zajiStuje inzerci
transmembranovych domén u membranovych proteinti do lipidové dvojvrstvy ER (Guna et
al., 2018). Rada proteinii miiZe byt rozpoznavana faktory z vice nez jedné translokaéni dréhy.
Naopak pro mnoho proteinli neni zatim znamo, kterou translokacni cestou vstupuji do ER
(Aviram et al., 2017).

Pravé kvasinky pomohly charakterizovat tfi zdkladni komponenty, které se ucastni
translokaci proteinti. Jedna se o geny SEC61, SEC62 a SEC63, které koduji integralni
membranové proteiny Sec61, Sec62 a Sec63. Jejich role byla objasnéna pomoci selekce
mutantll, ktefi nesli ¢aste¢né defekty v translokaci fizniho proteinu kodovaného genem HISY,
ke kterému byla pfipojena signalni sekvence. U nalezenych mutantii s defekty v sekreci
fizniho proteinu v kmeni s histidinovou auxotrofii doslo k obnoveni histidinové prototrofie,
coz umoznilo identifikovat odpovidajici mutace v genech SEC61-63 (Deshaies et al., 1987).
Protein Sec61, ktery se sklada z 10 transmembranovych domén, je velky 53 kDa. Jeho funkce
byla identifikovana také na zékladé podobnosti sekvence s bakteridlnim transloka¢nim

proteinem SecY. Ten je soucdasti bakteridlni sekrecni drahy typu II (Gorlich et al., 1992).

2.1.1 Ko-transla¢ni translokace

Komplex Sec61 je soucasti procesu tzv. ko-translacni translokace a stejné jako u post-
translacni translokace (viz kapitola 2.1.2) zastava funkci translokonu, skrze ktery se sekre¢ni
proteiny dostdvaji do lumen ER nebo jsou skrze néj inzerovany do jeho membrany. Ko-
translacni translokace vyuziva jiny mechanismus navadéni proteini k membrané ER
zobrazeny schematicky na obr. 3. N-termindlni hydrofobni signdlni sekvence nebo TMD
nascentnich proteinli jsou rozpoznany pomoci signal recognition particles neboli SRP (Obr.
3-I) (Krieg et al., 1986). Systém skladajici se ze signdlni sekvence/TMD proteinu, SRP a
receptoru pro SRP (SR) je znam ve vSech tfech doméndch Zivota (Archea, Bakterie,

Eukaryota) (Bult et al., 1996).
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Obr. 3: Jednoduché schéma kolobéhu SRP ve 4 zakladnich krocich. (I.) Signalni peptid
(SP) je navazany na ribozomu. Jako prvni je translatovana signalni sekvence. Dochazi k jejimu
rozpoznani pomoci SRP. (IL.) Vytvoii se komplex ribozom-nascentni polypeptid-SRP. Tento komplex
je pripraven se navazat za spotieby GTP na SR. Je nutné, aby GTP bylo piitomno jak na SRP, tak na
SR. (IT1.) Signalni peptid se po vazbé SRP na SR translokuje skrze translokacni kanal (Sec61 — znacen
zelené). (IV.) Hydrolyza GTP na obou slozkach (SRP a SR) zajisti disociaci receptoru a rozpoznavaci

partikule a ribozom je uvolnén zpét do cytoplasmy (ptevzato z (Luirink et al., 2004)).

Interakce mezi SRP a jejim receptorem (Obr. 3-I1.), ktery se nachazi v membrané ER,
je dalezitym krokem pfi navaddéni komplexu ribozom-nascentni peptid k ER (Gilmore, Blobel,
et al., 1982; Gilmore, Walter, et al., 1982). Mechanismus této translokace zavislé na SRP je
konzervovany. Co se tyCe eukaryotnich organismi, jsou SRP i SR slozeny z nékolika
podjednotek, jednd se tedy o multimerni proteiny. Pro snadnéj$i analyzu jednotlivych
podjednotek byly jako modelové organismy vyuzity kvasinky (Ogg et al., 1998). SRP ¢éstice
je ribonukleoprotein skladajici se ze 6 podjednotek (Lutcke, 1995). Lze ji také disociovat na
dvé velké domény, které se nazyvaji 4lu doména a S doména (Gundelfinger et al., 1983).
Obsahuje tzv. 7S RNA, kterd interaguje s jednou ze 6 podjednotek, se SRP54. Spole¢né
utvareji komplex, ktery je v signalni partikuli odpovédny za interakci s receptorem. Receptor
je zavisly na GTP a je zodpovédny za vazbu nové vznikajiciho polypeptidu (Krieg et al.,
1986).

Receptor pro SRP je heterodimerni protein, ktery se skldda ze dvou podjednotek, jejz se
nazyvaji SRa a SR} (Tajima et al., 1986). Ob¢ podjednotky tvoii membranové proteiny, které

navzajem spolupracuji a nesou GTPazovou aktivitu, diky které dochézi k interakci i disociaci



komplexu ribozom-nascentni peptid-SRP s membranou ER (Obr. 3-I1I., 3-1V.) (Romisch et
al., 1989).

Velice zajimavym faktem je, Ze u kvasinek (konkrétné€ S. cerevisiae) neni draha zavisla
na SRP esencialni. Muze dojit k deleci nékterych podjednotek SRP, a i1 pfesto jsou buiiky stale
zivotaschopné, dochazi u nich pouze k pomalejSimu ristu (C. Barlowe et al., 2013). To znaci,
ze kvasinky jsou do jisté miry schopné tolerovat uplnou ztratu SRP nebo jeji vétSinu. Draha
SRP tedy neni pro fungovani builkky nezbytnd a sekrecni proteiny mohou v piipad¢ defektd
v draze SRP volit post-translacni transport (Hann et al., 1992; Stirling et al., 1992).

U transmembranovych proteinti dochazi, na rozdil od solubilnich proteinti, k inzerci
TMD do membrany ER, ve které ndsledné¢ dochézi k jejich dalsi maturaci. TMD se sklada
z hydrofobnich aminokyselin a pfi procesu jejiho zanofeni do membrany je uvoliiovana
energie (White et al., 1999; Wimley et al., 1996). Jak jiZ bylo fe¢eno, membranové proteiny

se rozliSuji na dvé skupiny podle poctu TMD, coZ zndzortiuje obr. 4.
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Obr. 4: Rozdéleni membranovych proteini v zavislosti na poctu jejich TMD. Na obrazku
jsou znazornéné dvé skupiny membranovych proteini. Prvni jsou tzv. ’’single-pass’> membranové
proteiny s jednou TMD. Tato skupina se da dale rozclenit na nékolik typd polypeptidi dle jejich
orientace v membran¢. Druhou skupinou jsou ’’multi-pass’’> membranové proteiny slozené z vice
TMD prochazejicich membranou. Podobné jako ’’single-pass’> MP se také cleni na nékolik
podskupin. V cervenych rdmeccich jsou uvedeny priklady skupin lidskych membranovych proteint

(ptevzato z (Hegde et al., 2022).

Prvni skupinou jsou proteiny majici pouze jednu TMD, kterd prochdzi membranou ER

(Obr. 4). Vramci této skupiny je pak dale mozné proteiny rozdé€lit dle jejich orientace
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v lipidové dvojvrstvé. Hydrofobni TMD muze byt do membrany zanofena nékolika zplisoby.
Jeden zpisob se tykd skupiny membranovych proteind, které dostaly souhrnné oznaceni
membranové proteiny L. typu (MP L. typu). Dochazi nejprve k protazeni signalniho peptidu
skrze por Sec61 pied tim, nez je TMD odhalena z ribozomu. Poté je TMD piesunuta do poru
Sec61 translokonu (Hessa et al., 2005). Tyto proteiny jsou po odstépeni signalni sekvence
orientovany svym N-koncem do lumen ER a n¢kdy jsou ozna¢ovany jako Nexo.

Druhd skupina membranovych proteini sjednou TMD nese oznaceni membranové
proteiny II. typu. U téchto membranovych proteinti naopak dochazi nejprve k inzerci TMD
skrze Sec6l. Jsou proto také nazyvané Ny, jelikoZ jejich N-konec smétfuje do cytosolu
(Spiess et al., 1986). Existuji také membranové proteiny III. typu. Jsou typické tim, ze
obsahuji kratky N-konec skladajici se zméné nez 50 aminokyselin. Jejich orientace
v membrang je ale stejnd, jako MP 1. typu, N-konec sméfuje do lumen ER (shrnuto v (Hegde
et al., 2022)). Déle pak do proteint s jednou TMD patii také proteiny ukotvené v membrané
svym C-koncem (’’tail-anchored’’ proteiny) (viz kapitoly 2.1.3 a 2.1.4) (Yabal et al., 2003).

Membranové proteiny, u nichz se nachdzi v membrané vice TMD, se daji také rozdélit
na nékolik podskupin (Obr. 4). Podskupiny téchto ’multi-pass’> membranovych proteint
muizeme nazvat podobné jako ’’single-pass’> MP. Na zdklad¢ orientace N- a C- konctli se
rozd€luji na tfi typy: typ I, II a III (Obr. 4). Jediny rozdil je pochopiteln¢ v poctu TMD
prochazejicich membranou. K translokaci téchto *’multi-pass’’ membranovych proteini do
lipidové dvojvrstvy ER dochézi obdobné pomoci translokonu Sec61 (McGilvray et al., 2020).
Do této velké skupiny membranovych proteini patii také Na"/H" antiportery (Landau et al.,

2007).

2.1.2 Post-translac¢ni translokace

Jak jiz bylo feCeno, v post-translacni translokaci se uplatiuji v dopravé nové
vznikajicich proteini na membranu ER chaperony. Jednim z hlavnich chaperonti, ktery plni
svou funkci nejen v sekrecni draze, ale také v udrZzovani proteostaze, je tzv. heat shock protein
70 (Hsp70) neboli protein tepelného Soku 70. Ma klicovou roli ve spravném slozeni proteind,
déle v kontrole a inhibici agregace Spatné sbalenych proteint a v jejich nasledné degradaci
(Chiang et al., 1989). Do této skupiny proteinti také patii napiiklad Hsp90 nebo Hsp40.
Protein Hsp40 ptisobi jako tzv. ko-chaperon a vazbou na Hsp70 napoméha regulovat aktivitu
Hsp90 (Kampinga et al., 2019). Protein Hsp70 ma ATPazovou aktivitu a v kvasinkach je
kodovan geny SSA47-SSA4. Uloha cytosolické ATPazy Hsp70 byla odhalena diky

kvasinkovému kmenu ssad, ktery mél deletované geny SS47-4. V tomto kmeni nastala



akumulace nesbalenych sekre¢nich proteinti, ¢imz se prokézala kli¢ova role proteinu Hsp70
(Deshaies et al., 1988).

Jiz zminény ko-chaperon Hsp40, kromé regulace aktivity Hsp90, stimuluje ATP4zovou
aktivitu praveé proteinu Hsp70. V kvasinkach je Hsp40 kédovany genem YDJ!I a ve spolupraci
s jiz zminénou ATPazu Hsp70 se tcastni translokace proteinii do ER (Caplan et al., 1992).
Ydjl obsahuje hydrofobni kapsu, ktera tvoii idealni misto pro vazbu nesbalenych proteint.
Do této hydrofobni kapsy velmi dobfe zapadaji leucinové zbytky proteinti, které poté
prezentuje proteinim Hsp70 (Li et al., 2003). Proteiny Hsp70 a Hsp40 hraji bezpochyby
klicovou roli pii pfepravé proteinii k membrané¢ ER v post-translacni translokaci. Hlavnim
proteinem, ktery zajistuje inzerci proteinti skrze membranu ER je protein Sec61, ktery je dale
asociovany s komplexem Sec63. Ten se sklada ze 4 podjednotek Sec62, Sec63, Sec71 a Sec72
(Deshaies et al., 1991). Sav¢i SEC61 obsahuje tfi podjednotky a, B a y, kde podjednotky a a vy
tvoti esencialni slozku komplexu SEC61 (Van den Berg et al., 2004). Pomoci proteolipozomi
slouzicich pro analyzu membranovych proteint, bylo charakterizovano 7 polypeptidd, jejichz
vzajemna interakce staci pro zprostfedkovani post-translacni translokace (Lajoie et al., 2012;

Panzner et al., 1995).

2.1.3 GET-Fizena translokace

GET draha (Guide Entry of Tail-anchored proteins) je SRP a Sec61 nezavisly proces,
ktery se tyka proteind, jejz jsou svym C-koncem ukotveny v membrané (Obr. 2C) (Yabal et
al., 2003). Kvilli tomuto typu ukotveni dostaly nazev tail-anchored proteiny (“ocasem
ukotvené* proteiny; TA) (Obr. 4). Tato draha je nejlépe prostudovana a charakterizovana, co
se tyCe proteini a mechanismd, které v ni probihaji, na kvasinkdch (Mateja et al., 2018).
Homologie této drahy v savc¢ich buitkach se nazyvd TRC draha (Transmembrane Recognition
Complex) (Akahane et al., 2013).

Proteiny, které jsou translokované GET drdhou do lumen ER, maji dilezitou esencidlni
roli v mnoha bunéénych procesech. Patii mezi né napiiklad SNARE proteiny (uplatituji se ve
fuzi vacki) (viz kapitola 2.4.2), proteiny navozujici apoptdzu (€lenové Bel-2 rodiny) (Funk et
al., 2020), anebo jizZ zminéné translokony (Sec61fy) (Kalbfleisch et al., 2007).

V tomto tfetim typu inserce sekrec¢nich proteinti bylo u kvasinek charakterizovano Sest
proteint, Getl-5 a protein Stg2 (Jonikas et al., 2009; Schuldiner et al., 2005). Nejdilezitéjsim
proteinem je protein Get3, ktery je hlavni transportni slozkou pro nové vznikly polypeptid.
Jeho savéim homologem je ATPaza TRC40. Get3/TRC40 umozZiiuji vazbu proteinu a jeho

nasledné uvolnéni pomoci konformac¢nich zmén (Bozkurt et al., 2009; Mateja et al., 2009). Na



tento pateini protein Get3 je novy polypeptid nalozen pomoci subkomplexu Sgt2/Get4/GetS5.
Komplex nového proteinu a Get3 pak interaguje za ptitomnosti ATP s tzv. cytoplasmatickymi
doménami (CDs) membranového komplexu Getl/Get2 (u savel komplex WRB/CAML)
(Obr. 2C), ktery sedi v membrané ER (Yamamoto et al., 2012). Nejprve dochazi k asociaci
CD (tsek cca 100 aminokyselin) proteinu Get2 s komplexem Get3/TA a k jeho vychyceni
z cytoplasmy. Dale piichazi do hry CD proteinu Getl. Vazba této CD zpusobi hydrolyzu
ATP, dojde tim k naruSeni vazebného mista a umozni se uvolnéni TA z Get3 (Wereszczynski
et al., 2012). Prozatim je kvili neobjasnéné strukture komplexu Getl/Get2 (WRB/CAML)
neznamy mechanismus, jak Getl/Get2 funguje jakoZto membranova inzertaza. Tento
komplex je ale minimalni potfebnou slozkou, ktera zprosttedkovava inserci TA proteinu do

membrany ER (Vilardi et al., 2014; Zalisko et al., 2017).

2.1.4 Translokace pomoci EMC komplexu

V post-translacni translokaci zajiStuje inzerci fady MP také tzv. ER membranovy
komplex (EMC), ktery je konzervovany od kvasinek az po ¢lovéka. Je to obrovsky komplex
tvoteny z 8-9 podjednotek (v zavislosti na organismu) (Chitwood et al., 2019). Ptes EMC a ve
spolupraci s translokonem Sec61 jsou do membrany vlozeny také nékteré¢ TA proteiny
(Chitwood et al., 2020), které nevyuzivaji GET drahu (kapitola 2.1.3) kvuli své nizké
hydrofobicité¢ (Guna et al., 2018). Nékdy jsou tyto TA proteiny souhrnné oznacovéany jako
membranové proteiny IV. typu (Obr. 4). TMD nesouci informaci ohledné integrace do cilové
membrany je odhalena uz vcytoplasmé a pomoci post-translacnich rozpoznavacich
mechanismi je poté protein cilen k membrané ER (shrnuto v (Borgese et al., 2019)). Pomoci
EMC mohou byt do membrany ER také vkladany proteiny s vice TMD, které maji hydrofilni

N-konec krats§i nez 50 aminokyselin (“multi-pass* membranové proteiny III. typu) (Obr. 4).

2.2 Maturace proteini sekreéni drahy

K maturaci proteinti sekrecni drahy dochdzi pfed tim, nez jsou transportovany pomoci

COPII vackt skrze ER do GA. Jednd se o sled né€kolika d&ju, které na sebe navazuji a

vvvvvv

2.2.1 Stépeni signalni sekvence
N-terminalni signalni sekvence nové vznikajicich sekrecnich proteini slouzi jako
rozpoznavaci znameni, diky kterému jsou tyto proteiny cileny do membrany ER (Krieg et al.,

1986). Tuto signalni sekvenci nesou bezpochyby vSechny rozpustné proteiny podléhajici
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sekre¢ni draze. Ne u vSech membranovych proteinii musi byt tato hydrofobni rozpoznavaci
sekvence soucasti fetézce. Mezi typické membranové proteiny obsahujici signalni sekvenci
patii naptiklad integriny nebo vétSina ionotropnich receptorti (Obr.4). Béhem translokace
dochazi k odstranovani této signalni sekvence pomoci tzv. signalniho peptiddzového
komplexu (SPC). Ten $tépi endoproteolyticky (uvnitt) nascentni peptid ve specifickém miste,
kdyz dochézi k jeho soukani skrze Sec61 translokon (C. Barlowe et al., 2013). SPC je slozity
komplex skladajici se z nékolika subjednotek. Je tvofen 4 na sebe navazujicimi polypeptidy,
které jsou kodovany (v ptipadé kvasinek) geny SPCI-3 a SECII (YaDeau et al., 1991).
Diilezité pro Stépeni signalni sekvence jsou subjednotky Spc3 a Secll. Secll nese hlavni
proteolytickou aktivitu a spoleéné se Spc3 sedi v membrané ER. Tyto dva polypeptidy se
nachazeji v blizkosti translokonu Sec61 (Bohni et al., 1988; Meyer et al., 1997). Za piimy
kontakt SPC s translokonem Sec61, konkrétn€ s jeho subjednotkou Sbhl, ale zodpovida
podjednotka SPC Spc2 (Antonin et al., 2000).

2.2.2 Glykosylace proteini

Po odstépeni signalni sekvence podléhaji proteiny sekre¢ni drahy procesu glykosylace.
Jedna se tedy o dal$i krok v maturaci proteinii sekrecni drdhy a déli se na N-vazanou
glykosylaci nebo O-vazanou glykosylaci. Dochézi k pfidavani zékladnich oligosacharidi
(glukoza, manoza, galaktoza, ...) na translokovany protein, ktery ma jiz odStépenou signdlni
sekvenci. K vazbé téchto oligosacharidli dochazi ve specifickych konsenzualnich motivech
Asn-X-Ser/Thr prostiednictvim enzymu oligosacharyltransferazy (OST). OST je hetero-
oligomerni komplex skladajici se z 8 integralnich proteini (Ostl, Ost2, Ost3/Ost6, Ost4,
Ost5, Stt3, Wbpl a Swpl u kvasinek; riboforin I, DAD1, N33/IAP, OST4, STT3A/STT3B,
Ost48, a riboforin II u savéich bunék) (Karaoglu et al., 1997). Né&které z proteinil
prochdzejicich sekre¢ni drahou podléhaji také O-vazané glykosylaci. Pti O-glykosylaci
dochazi k ptipojovani mannozovych zbytkll na sekvence obsahujici aminokyseliny Ser/Thr.
Sacharidové zbytky jsou kovalentné pfipojovany pomoci specidlniho enzymu dolichol-fosfat
mannosyltransferazy (v S. cerevisiae Pmtl1-7), ktery slouzi jako donor téchto zbytka (Orlean,
1990).

Endoplasmatické retikulum vSak neni jedinou organelou, kde dochazi ke glykosylaci
proteinti. Hlavnim mistem glykosylace je bezpochyby Golgiho aparat (Welch et al., 2019).
Existuje dokonce i par typti O-glykosylace, které zacinaji napiiklad v bunééném jadre (Cejas

etal., 2019).

11



2.2.3 Disulfidické miistky

Tvorba disulfidickych mistkli (SS mustky) mezi SH skupinami cysteinovych zbytkd u
nové vznikajicich proteinti je jednim z dilezitych kroku, které zajist'uji proteinovou stabilitu,
tvar a funkci (Creighton, 1986). Za jejich tvorbu jsou odpovédné enzymy, které se nazyvaji
disulfidové izomerazy. Tyto enzymy v sobé nesou doménu, ktera katalyzuje tvorbu, redukci a
izomerizaci disulfidickych vazeb, ¢imz velmi usnadni sklddani proteini v lumen ER (L.
Wang et al., 2021). Esencidlnim proteinem v kvasinkdch, ktery uskuteciiuje tvorbu
disulfidickych vazeb v sekre¢nich i membranovych proteinech, je protein Pdil (protein
disulfide isomerase I) (Laboissiere et al., 1995). Pdil spolupracuje s proteinem Erol
(endoplasmic reticulum oxidoreductin I), pfedava si s nim a s nove vznikajicim polypeptidem

elektrony a tvofi tak hlavni drahu pro vznik novych SS mistkt (Tu et al., 2002).
2.3 Skladani proteini

Skladani proteinti (tzv. folding) je dal§im dualezitym krokem v jejich biogenezi. Je nutné
opét pfipomenout, ze folding noveé vznikajicich polypeptidi se liSi pro rozpustné a
membranové proteiny.
2.3.1 Skladani solubilnich proteint

Ke skladani nove vznikajicich proteini dochazi v lumen ER. Folding polypeptidi, které
jsou rozpustné, ma na svédomi predevsim systém Hsp70 ATPaz (viz kapitola 2.1.2). Tyto
ATPazy volné hydrolyzuji ATP pii vazbé na hydrofobni useky nesbalenych proteinii a
usnadiuji tim tak jejich skladani. Hsp70 vaZe hydrofobni oblasti nesbaleného proteinu do té
doby, dokud se neuvolni ADP (Bukau et al., 1998). DalSim vyznamnym proteinem
podilejicim se na proteinovém foldingu je ¢len rodiny Hsp70, ktery byl jiZz zminény
v souvislosti s post-translacni translokaci (Obr. 2B). Jednd se o protein Kar2 (Kohno et al.,
1993). Jeho jedinou funkci ale neni jen pomoc pfi hledani spravné konformace proteinu, ale
hraje také roli v ER-asociovanych degradac¢nich drahdch (ERAD drahy). V tomto
degradacnim procesu se likviduji Spatné¢ sbalené proteiny, které by jinak naruSovali

homeostazi uvnitt buiiky (Nishikawa et al., 2001).

2.3.2 Skladani membranovych proteini

proteiny se dale také déli podle toho, kolik jejich TMD prochazi membranou ER ¢&i jiné
organely. Jsou to tedy proteiny zakotvené v lipidické dvojvrstvé jednou TMD nebo vice nez
jednou TMD (Obr. 4). Proteiny majici v membran¢ pouze jednu TMD jsou obecné vice

hydrofobni nez proteiny, u kterych membranou prochazi vice TMD (Hessa et al., 2007). Mezi
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transmembranové proteiny, které obsahuji vice TMD v membrang, patii fada transportéri, jez
obsahuji uvniti TMD i katalytickd mista slozena z polarnich nebo nabitych aminokyselin.

V souvislosti s foldingem MP byl nedavno v lidksych bunkéch objeven chaperonovy
komplex, jehoz prvotni ndzev zn¢l ’PAT10’’ (Protein Associated with ER Translokon of 10
kDa) kvuli jeho interakci se Sec61 translokonem. Pozdéji bylo zjisténo, ze se tento chaperon
skladd ze dvou jednotek, které tzce spolupracuji, proteinli Asterix a CCDC47 (Obr. 5)
(Chitwood et al., 2020).

Z experimentl provadénych ohledné zjisténi funkce PAT komplexu je patrné, ze TMD
proteinil, které podléhaji foldingu, nesou velké mnozstvi hydrofilnich aminokyselin. Tyto
aminokyseliny jsou pravdépodobné nezbytné pro pfipojeni PAT komplexu k substratu (Obr.
5) (Chitwood et al., 2020). Tento fakt je vlastn¢ analogii pro chaperony, které se nenachazeji
v membranéch, ale pohybuji se volné v cytosolu. Tyto chaperony (napi. Hsp70) preferuji
naopak hydrofobni rezidua, ktera jsou substraty vystavena do vodného prosttedi (Doring et
al., 2017). PAT, jakoZto intramembranovy chaperon, mé v organismu dtlezitou roli. Jakmile
dojde k poruse ¢i ke ztraté jedné zjednotek (CCDC47 nebo Asterix), buiika je vystavena
stresu, ktery je zpuisoben hromadénim Spatné sbalenych MP (Morimoto et al., 2018).
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Obr. 5: PAT komplex a biogeneze membranového proteinu. Schéma znazorfiuje translokaci
MP pomoci SRP drahy. Po navazani komplexu ribozom-nascentni peptid-SRP na SR, dochazi
k translokaci peptidu skrze translokon Sec61 ve spolupraci s EMC insertazou (viz kapitola 2.1.4). Cést
PAT komplexu, CCDC47, stabilizuje komplex, zatimco Asterix kontroluje skladani proteinovych
TMD a kryje hydrofilni zbytky v ER membrané. PAT komplex zlstava pripojeny k peptidu a

kontroluje jeho sbaleni 1 po odvazani ribozomu (pfevzato z (Pathinayake et al., 2020)).

2.4 Transport pomoci COPII vacki

Vezikularni transport je dalSim velmi dilezitym krokem celého procesu sekre¢ni drahy.

Tento transport zajist'uje putovani proteinu z ER ptfes GA do cilové destinace, kterou je napft.
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plasmatickd membrana. Tato doprava ER-to-Golgi je umoznéna diky specialnim vacktm,
tvotfenych lipidovou dvojvrstvou a proteiny, které dostaly nazev COPII (coat proteins II)
(Alberts, 2019). COPII vacky poprvé charakterizoval roku 1994 tym Randyho Schekmana na
modelové kvasince S. cerevisiae pomoci genetickych a biochemickych metod (C. Barlowe,

2020).

2.4.1 Kompozice COPII vacku

Struktura a slozeni transportnich vacka je v kvasinkach esencidlni a také je
konzervovana u vSech eukaryotnich organismu (Kaiser et al., 1990). COPII vacek je, co se
tyCe proteini, slozity komplex skladajici se z n¢kolika komponent (Obr. 6). Jeho hlavni
soucasti je mala cytosolickd GTPéaza Sarl a dale pak dva heterodimerické komplexy
Sec23/Sec24 a Secl3/Sec31 (Russell et al.,, 2010). Puceni COPII vacku je aktivovano
vyménou GTP misto GDP na Sarl pomoci ER membranového proteinu Secl2 (guanin

nucleotide exchange factor, GEF) (Obr. 6) (Yoshihisa et al., 1993).
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Obr. 6: Kompozice COPII vacku. Sarl-GDP (D) je pteménéno na Sarl-GTP (T) pomoci
proteinu Secl2. Sarl-GTP postupné navazuje komplexy Sec23/Sec24 a Secl13/Sec31 k vystupnim
mistim ER. Dochazi k polymerizaci komplexu Sec13/31, ¢imz se usnadiiuje odskrceni COPII vacku

(pfevzato z (Lu et al., 2020)).

Sarl s GTP (Obr. 6-T) je pevné ukotveny v membrané¢ a zprostfedkovava vazbu
komplexti Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31 (C. Barlowe et al., 1993). Komplex Sec13/Sec31 je
poté schopen ohnout membranu a polymerovat jednotky plasté do tvaru vacku. Protein Sec23

je tzv. protein aktivujici GTPazu (GTPase-activating protein, GAP) pro protein Sarl, s nimz
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interaguje skrze své argininové zbytky (Yoshihisa et al., 1993). Druhy ¢len komplexu
Sec23/Sec24, Sec24, se naopak stard o vazani nédkladu (transportovaného proteinu)
(Mossessova et al., 2003). Timto zpisobem vznika jakysi systém proteini Sarl/Sec23/Sec24,
ktery formuje prvotné pucici vacek. Na Sarl/Sec23/Sec24 se dale napoji komplex proteina
Sec13/Sec31 (Townley et al., 2008). Obal vacku by se tedy dal rozd€lit na dvé jakési vrstvy.
’Vnitini’’ vrstva skladajici se ze systému Sarl/Sec23/Sec24, kterd vaze naklad a je v t€sném
kontaktu s hlavnimi lipidy membrany ER. A dale pak “vné&j$i’’ vrstva tvofena komplexem

Sec13/Sec31 (Antonny et al., 2001).

2.4.2 Cesta COPII vacku ke Golgiho aparatu

Naprosto fenomenalni vlastnosti COPII vacka je také jejich schopnost vazat nepieberné
mnozstvi riznych druhii nékladd. Tento jev je zprostredkovdn pomoci jiz zminéné
podjednotky komplexu Sec23/Sec24, Sec24. Tento protein je zodpovédny za vazbu nakladu a
nachazi se v builkdch v nékolika isoformach (McCaughey et al., 2018). Jen v lidskych
buiikach jsou znamy 4 isoformy (Wendeler et al., 2007). Diky tomu Sec24 interaguje s
n¢kolika riznymi cargo receptory pro ne€kolik riznych ndkladld (Pagant et al., 2015). Ttidéni
nakladu zavisi tedy na tom, jaky typ cargo receptoru se nachazi na proteinu Sec24 (Miller et
al., 2002). U membranovych proteinl jsou rozpoznavany predevsim jejich TMD. O slozitosti
rozpoznani TMD cargo receptorem svéd¢i neddvné studie o biogenezi antiporteru Nhal
kvasinky S. cerevisiae. Bylo zji§téno, Ze pro jeho rozpoznani cargo receptorem Erv14 jsou
dilezité¢ nejen jeho TMD (Herzig et al., 2012; Rosas-Santiago et al., 2016), ale také jeho
cytosolicka ¢ast (viz kapitola 4.1.2) (Papouskova et al., 2021).

Samotna tvorba vacku neni ndhodnd, co se tyfe jeho puceni z membrany ER.
Membrana ER obsahuje specifickd mista, ve kterych dochazi k formaci vacki. Tato mista se
nazyvaji ER “exit sites’” (ERES) (Obr. 6). ERES jsou oznaceny specialnim proteinem, ktery
se nazyva Secl6 a v jeho blizkosti vzdy zacind puceni COPII vackt (Hughes et al., 2009).
GEF Secl2 se vaZe na Secl6 ohranicujici ERES a zprostfedkovava jiz vySe zminénou
vyménu GTP misto GDP na proteinu Sarl. Timto mechanismem se tak zvySuje koncentrace
proteinu Sarl-GTP v okoli ERES a dochazi k vazb& komplexii Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31
(Montegna et al., 2012). K findlnimu uvolnéni vacku dochédzi pomoci hydrolyzy GTP na

proteinu Sarl a naslednému odSkrceni COPII va¢ku od membrany ER (Sato et al., 2005).
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Uvolnéné vacky musi absolvovat cestu k cisternam GA. Jakmile se odpoutaji od
membrany ER, jsou vyvazany specialnimi proteiny, které je cili k membranam GA cisteren a
kde nasledné dochézi k jejich fuzi s lipidovou dvojvrstvou (Obr. 7) (C. Barlowe, 1997).
V ramci tohoto cileni byla u kvasinek popsana GTPaza Yptl patiici do rodiny Rab (v sav¢ich
bunkach oznacovana jako Rabl) (Jones et al., 2000). Tato GTPaza je aktivovana pomoci GEF
komplexu TRAPPI (Transport Protein Particle I), ktery je pfimo navazan na protein Sec23
(Lord et al., 2011). Dojde tedy vyméné k GDP za GTP a k aktivaci proteinu Yptl. V tomto
okamziku GTPaza Yptl interaguje se specifickym proteinem Usol ukotvenym v membrané
GA. Ten je vyznamny piedevsim diky své struktuie obsahujici coiled-coil doménu, kterd z n¢j

vytvaii jakési dlouhé vyvazovaci lano (Seog et al., 1994).

Key
B Sec23/24 , TRAPPI
N  Sec13/31 Sy Ypti
—— SNAREs oooooooocB Uso1
@— Cargo . Hrr25

Obr. 7: Navazani, cileni a fuze COPII vackua s membranou GA. Protein Sec23 vaze TRAPPI
komplex na povrch COPII vackid. Dochdzi k aktivaci Yptl, a tim i k jeho zpfistupnéni pro efektor
Usol. Diky Usol1 jsou vacky COPII pfitahovany k GA. Jakmile dojde k interakci va€ku s membranou,
TRAPPI komplex je fosforylovan pomoci Hrr25 a dochazi k jeho odpoutani od vacku. Pomoci Hrr25
se také fosforyluje komplex Sec23/Sec24 a zacina se uvolilovat plast. V souvislosti s uvolfiovanim

plaste nastava fuze vacku s membranou pomoci proteinit SNARE (ptfevzato z (Lord et al., 2013)).

Po navézani celé¢ maSinérie na protein Usol dochdzi na membrané GA k aktivaci
serin/threoninové kindzy Hrr25 (coz je kvasinkovy homolog savéi kindzy CK13). Dojde
k oddéleni TRAPPI komplexu a dale se pomoci Hrr25 fosforyluje komplex Sec23/Sec24
(konkrétn€ protein Sec23) a zaCina se pomalu uvoliiovat plast’ (Lord et al., 2011). Nastava

fuze COPII vacku s membranou GA. Zde hraji ulohu proteiny z rodiny SNARE (Obr. 7).
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Jedna se o vysoce konzervované proteiny, které obsahuji stejnojmenny motiv skladajici se z
desitek opakujicich se aminokyselin. Tento motiv se bézné objevuje v C-konci ukotveném
v membrané (Fasshauer et al., 1998). Témito C-konci ukotvenymi v membrané¢ GA utvareji
vzdy vedle sebe Ctyfi sedici helixy, jejz se také, podobné jako Usol, formuji do coiled-coil
domén (Sutton et al., 1998). Co se ty¢e SNARE proteinti, mohou plnit nejrizné;jsi funkce
v bunice, kde hraje roli néjaka membranova fuze. V ptipadé¢ COPII vacka a jejich fuze
s membranou GA, byly identifikovany v kvasince S. cerevisiae 4 SNARE proteiny. Jedna se o
proteiny Sed5, Bosl, Betl a Sec22 (Cao et al., 2000). Po ukonceni fize membran diky
SNARE proteinim dochazi k odd€leni komplexu Sed5-Bosl-Betl-Sec22 pomoci dvou
proteinit Sec17 a Secl8 (Bonifacino et al., 2004). Secl7 slouzi k povolani proteinu Secl8.
Secl18 je APTdaza vyuzivajici energii uvolnénou z ATP hydrolyzy k rozlozeni Sed5-Bosl-
Bet1-Sec22 komplexu (Bonifacino et al., 2004).

Nyni se cargo (naklad) nachazi uvnitt GA, kde se rozhodne o jeho dalSim osudu.
V ptipadé membranovych proteintii a proteinti ur¢enych do extracelularniho prostfedi dochazi
k dal$imu cileni do jejich zavérecnych destinaci. Retrogradim transportem jsou pomoci COPI
vackll transportovany proteiny, které jsou uréené do ER. Poslednim typem proteint jsou ty,

jejichz funkce se uplatiiuje v GA (C. Barlowe et al., 2013).
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3 Cargo receptory

Protein transportovany z ER do GA je v COPII vacku navazan pomoci jiz zminéné¢ho
proteinu Sec24 (Obr. 7), ktery je soucasti proteinového dimeru Sec23/Sec24 (Chatterjee et
al., 2021). Tato vazba muze byt piima. Nicméné existuji také proteiny, které mohou byt na
dimer Sec23/24 navazany nepiimo nebo prostfednictvim vice interakci, pomoci tzv. cargo
receptorti. Cargo receptory jsou specialni adaptorové proteiny, které vazi naklad
(transportovany protein) na dimer Sec23/Sec24 a stanou se tak soucasti COPII vacku (Pagant

etal., 2015; Powers et al., 2002).

3.1 Analyza cargo receptorii

V roce 2012 pftiSel tym Yonatana Herziga s pozoruhodnou metodou, jak analyzovat
cargo receptory a jejich prislusné naklady. Metoda dostala nazev *’PAIRS’’ (pairing analysis
of cargo receptors) (Herzig et al., 2012). PAIRS vyuziva geneticky upravené knihovny
(konkrétné od kvasinky S. cerevisiae), kde je naklad (syntetizovany protein) znacen zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP) (Cohen et al, 2011). Pomoci PAIRS je mozné
charakterizovat cargo a jeho pfisluSny cargo receptor ze dvou uhli pohledu. Prvnim
zpusobem je mozné hledat a charakterizovat kolik riiznych nakladi je schopny vézat a
pfenaSet jeden cargo receptor (Obr. 8). Druhy zplsob naopak odhali, jaké z proteind
podilejicich se na biogenezi membranovych proteinti (napt. Sec24 nebo Sec31) jsou dulezité
pro sekreci konkrétniho ndkladu zna¢ené¢ho GFP. V obou ptipadech je mozné sledovat, zda se
naklad dostal Gspésné do membrany svého plisobeni nebo zlstal zadrzeny v ER, pomoci

fluorescenéniho mikroskopu (Herzig et al., 2012).
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Obr. 8: Identifikace repertoiaru proteinii (nakladii) pro dané cargo receptory pomoci
PAIRS metody. Obrazek znazoriuje lokalizaci membranovych proteini v kmenech kvasinky S.
cerevisiae s deletovanym genem pro jeden ze Sesti cargo receptortl. Jedna se o (A) Aerv29, (B) Agsf2,
(C) Aerv26, (D) Aemp47, (E) shr3-DAmP a (F) Aervi4. Lokalizace jednotlivych piepravovanych
proteinl (zna¢enych GFP) v kmenech s mutacemi byla porovnavana s jejich lokalizaci v kontrolnim
kmeni (wild-type, WT). Bylo mozné sledovat, jestli nepfitomnost konkrétniho cargo receptoru
zpusobila hromadéni nakladu v ER. Ztoho poté vyplynulo, jaké naklady patii k danym cargo
receptorim (pievzato z (Herzig et al., 2012)).

Cargo receptory patii mezi velmi konzervované proteiny. Nachéazeji se nejen u
kvasinek, ale také u vysSich eukaryot (rostliny, obratlovci a c¢lenovcei) (Obr. 9) (Rosas-
Santiago et al., 2015). Dosud bylo charakterizovano pouze nékolik cargo receptori. Mezi
nejprozkoumanéjsi patfi rodina Ervl14/cornichon (viz kapitola 4). Obr. 9 ukazuje srovnani
sekvenci zastupct této rodiny cargo receptorti od kvasinek az po ¢lovéka (Rosas-Santiago et

al., 2015).
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Obr. 9: Analyza sekvenci rodiny cargo receptori Ervl4/cornichon. Porovnani sekvenci
rostlinnych cornichont (Oryza sativa — OsCNIH1, OsCNIH2; Arabidopsis thaliana — AtCNIHI,
AtCNIH2, AtCNIH3, AtCNIH4, AtCNIHS), kvasinkového cargo receptoru (S. cerevisiae — ScErv14) a
cornichon homologi od ¢lenovct (Drosophila melanogaster — DmCNIH; Caenorhabditis elegans —
CeCNIH), obratlovet (Danio rerio — DrCNIH) a savet (Homo sapiens — HsCNIH3). Cerny panel
znadi transmembranové domény, Cerveny zndzoriiuje kyselé domény a Sipky oznacuji konzervované

zbytky, které se podileji na vazbé na COPII v kvasinkach (ptevzato z (Rosas-Santiago et al., 2015)).

Erv14 neni jedinym cargo receptorem kvasinky S. cerevisae. Nachazi se zde napiiklad
tzv. komplex p24 (Emp24-Erv25-Erpl-Erp2), ktery transportuje skrze sekrecni drahu GPI-
proteiny (Castillon et al., 2009; Schimmdller et al., 1995). Permedzy aminokyselin jsou
v kvasince S. cerevisiae z&vislé na transportu pomoci proteinu Shr3 (Herzig et al., 2012;
Kuehn et al., 1996). Cargo receptor Gsf2 naopak pomaha transportérim cukrt pfi jejich
ptepravé do cilové destinace (Sherwood et al., 2000). Dalsi cargo receptory, které byly
identifikované v této kvasince jsou uvedeny na obr. 8. Soucasné poznatky o struktufe a tloze
cargo receptoru Erv14 kvasinky S. cerevisiae a jeho lidskych homologi (proteinit CNIH) jsou
podrobnéji popsany v nasledujici kapitole.

Mezi dal§i znamé sav€i cargo receptory patii napiiklad LMANI a MCFD2, které
spolecné vytvareji komplex. SlouZi jako receptory pro koagulacni faktory V a VIII ¢i jaterni

protein ol-antitrypsin (Y. Zhang et al., 2022; Zheng et al., 2010). Dalsim sav¢im cargo
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receptorem je také SURF4, ktery rekrutuje do COPII vacki enzymy APOB a APOAI1
(apolipoprotein B, apolipoprotein Al) (X. Wang et al., 2021). V rostlindch (konkrétné Oryza
sativa) byl charakteritovan trasnportér Na" OsHKT1;3 (Jabnoune et al., 2009; Rosas-Santiago
et al., 2015). Pomoci protein-protein interakci bylo identifikovano 19 potencialnich kandidati,
kter¢é mohly ovliviiovat aktivitu OsHKT1;3 (Rosas-Santiago et al., 2015). Jeden znich
prokazoval znacnou homologii s lidskym cornichonem (CNIH) (Schwenk et al., 2009) a
v souladu s tim také s kvasinkovym Erv14 (Powers et al., 1998, 2002). Na zaklad¢ této
podobnosti byl identifikovan jako OsCNIHI1 podilejici se na pfenosu trasnportéru Na®
OsHKT1;3 z ER do endomembrany GA (Rosas-Santiago et al., 2015).
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4 Protein Ervi4

Protein Erv14 (Endoplasmatic reticulum vesicles protein 14) je cargo receptor, ktery
tvoii soucast COPII vackl, membrany ER a membrany GA. Jedna se o kvasinkovy cargo
receptor fadici se do rodiny Erv14 /cornichon, ktery byl poprvé identifikovan v S. cerevisiae v
roce 1998 (Powers et al., 1998). Gen, ktery koduje protein Erv14, nese systematicky nazev
YGL054c a je umistén na VII chromozomu. Jeho velikost je 14 kDa (odtud také Erv14).
Erv14 je lokalizovany v membranach, coz z ngj Cini integralni membranovy protein (Powers
et al., 2002). Prvotni piedpoklady ukazovaly, ze obsahuje 3 TMD (Obr. 10) (Powers et al.,
2002) a na zéklad¢ *’positive inside’’ pravidla (Virkki et al., 2014) bylo pifedpovézeno, ze N-
konec proteinu smétfuje do cytosolu, zatimco C-konec do lumen organely (Powers et al.,

1998). Tyto predikce byly pozdéji potvrzeny v n€kolika experimentech (Powers et al., 2002).

. = invariant
O = conserved

Obr. 10: Predpokladana topologie proteinu Erv14. Protein se sklada ze 3 transmembranovych
domén s N-koncem orientovanym do cytosolu a C-koncem do lumen organel (zde konkrétné do lumen
ER). Cervené jsou pak vyznadena invariantni rezidua a Zluté zvyraznéné aminokyseliny predstavuji
konzervovana rezidua z porovnanych sekvenci od S. cerevisiae, D. melanogaster, Drosophila virilis a
Mus musculus. V zeleném kruhu je znazornény motiv IFRTL dulezity pro vazbu Erv14 na plast

COPII vacku (ptevzato z (Powers et al., 2002)).
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To, jakym zplsobem dochazi k interakci mezi cargo receptorem Ervl4 a COPII
vackem, neni doposud pln¢ objasnéno (Pagant et al., 2015). Bylo vsak identifikovano nékolik
aminokyselinovych rezidui v molekule Erv14, které maji pro jeho funkci velmi vyznamnou
roli. Jednim znich jsou aminokyseliny IFRTL (97-101) (Obr. 10), které¢ lezi
v cytoplasmatické smycce mezi druhou a treti TMD proteinu Erv14. Jakmile byla provedena
mutace v néjaké ztéchto péti aminokyselin, byl pozorovan vyrazny pokles ve sbalovani
Ervl4 do pucicich COPII vackt (Powers et al., 2002). Z toho vyplyva, Ze tento motiv je
nezbytny pro interakci cargo receptoru Erv14 s COPII vackem. Dalsim diilezitym motivem,
zastavajicim podobnou funkci jako IFRTL, je motiv DYPE (aminokyseliny D33, Y34, Pso, Es1)
(Pagant et al., 2015). V druhé TMD se také nachdzeji aminokyseliny Fe>, L¢3, N7a, které
utvareji vazebné misto pro nékolik nakladt proteinu Erv14 (Pagant et al., 2015).

Na C-konci rostlinnych a kvasinkovych homologli Ervl4/cornichontt byl
charakterizovan specificky kysely motiv (u rostlin aminokyseliny EDDE, u kvasinek
aminokyseliny EDD) (Obr. 11A, 11B), ktery se podili na sprdvném cileni membranovych
proteini do PM (Rosas-Santiago et al., 2017). Mutace ¢i delece v tomto kyselém motivu
rostlinného cornichonu OsCNIH1 nebo kvasinkového cargo receptoru ScErv14 neméla Zadny
vliv na jejich lokalizaci v ramci ER/GA. Nicméné delece/mutace kyselych motivii u téchto
dvou cargo receptord, exprimovanych v bunkach S. cerevisiae, negativné ovlivnila transport
kvasinkovych membranovych proteini do PM (Rosas-Santiago et al., 2017). Mezi témito MP
se nachazel také Na'/H' antiporter Nhal. Interakce mezi cargo receptory (OsCNIHI,
ScErv14) s mutacemi/delecemi kyselého motivu a MP byly mnohem slabsi neZ s nativnimi
formami téchto cargo receptori. Z toho vyplyva, ze kysely motiv, pfitomny v tomto typu
cargo receptoru u rostlin ¢i kvasinek, ovliviiuje silu interakce mezi cargo receptorem a

transportovanym proteinem (Rosas-Santiago et al., 2017).
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poslednich 60 aminokyselin C-koncti homolognich proteinti Erv14/cornichontl z (A) rostlin, (B) hub,
(C) clenovcu a (D) obratlovet. Vpravo je poté zvétSeno poslednich Sest aminokyselin, kde jsou u
rostlin a hub jasn¢ viditelné specifické konzervované kyselé motivy. Vyska pismene odpovida mite

konzervovanosti dané aminokyseliny (pfevzato z (Rosas-Santiago et al., 2017).

4.1 Funkce proteinu Erv14

Protein Erv14 je dulezity pro sekreci membranovych proteintt do membran a ovliviiuje
tak celou fadu dalSich fyziologickych funkeci.

Jednou z nich je napiiklad jeho vliv na axialni puceni kvasinkovych bunék. V tomto
typu puceni slouzi jako kortikdlni znacky proteiny Axl1 (Fujita et al., 1994), Ax12 (Roemer et
al., 1996), Bud3 a Bud4 (Chant et al., 1991). Pokud byl deletovan gen ERVI4 v bunkéach
kvasinky S. cerevisiae, bunky nerostly axidlnim zptisobem (Powers et al., 1998). Jakmile se
ale do kmene vlozil plasmid nesouci funkéni gen kédujici Erv14, doSlo opét k axialnimu typu
puCeni. Vzhledem k lokalizaci proteinu Ervl4 v membranidch organel (ER, GA) se
predpokladalo, ze jeho delece tedy ovliviiuje biogenezi nékterého z proteind, které jsou
diilezité pro axialni puceni (Powers et al., 1998). Hlubsi analyzy potvrdily, Ze se jednalo o
protein AxI2 (Powers et al., 1998).

Ervl4 ma také vliv na sporulaci bunék, konkrétné na tvorbu prosporové membrany
(Powers et al., 1998). Sma2 je protein, ktery hraje roli ve formaci a spravném tvaru
prosporové membrany (Rabitsch et al., 2001). Pfi nadprodukci Sma2 v bunikach S. cerevisiae,
které postradali gen ERVI4, dosSlo jen céastetné ke zlepSeni sporulace bun€k. V opacném

pfipadé (nadprodukce Erv14 v bunkach bez Sma2) nebylo viditelné Zadné zlepSeni.
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V buitkkach bez Ervl4 byl protein Sma2, znaCeny GFP, zadrzovan v ER. VSechny tyto
vysledky znaci, ze protein Erv14 ma vliv na biogenezi proteinu Sma2 (Nakanishi et al., 2007).
V mechanismu sporulace byly sledovany i jiné proteiny, na jejichz lokalizaci by mohl mit
Ervl4 vliv. Jednalo se o t-SNARE protein Ssol (Aalto et al., 1993), H-ATP4zu Pmal
(Serrano et al., 1986) a dityrosinovy transportér Dtrl (Felder et al., 2002). I v piipadé téchto
proteinti byl potvrzen vliv Ervl4 na jejich transport skrze sekre¢ni drahu pii sporulaci
(Nakanishi et al., 2007). Pozdé&ji bylo vSak zjisténo, Ze v exponencialni fazi riistu bunck S.
cerevisiae, neni biogeneze H'-ATPazy Pmal zavisla na pfitomnosti Ervl4 (Zimmermannova
etal., 2019).

Pritomnost cargo receptoru Erv14 ovliviuje také udrzovani homeostaze monovalentnich
kationtti. S tim souvisi jeho vyznam v regulaci vnitrobunééného pH, udrzovani
membranového potencidlu ¢i tolerance k solim (Zimmermannova et al., 2019). Tyto
fyziologické tlohy Erv14 vyplyvaji z jeho vlivu na biogenezi nékolika transportéra kationta,

mezi n&Z patii i antiportery Na/H" (Zimmermannova et al., 2019).

4.1.1 Zachovani homeostize monovalentnich kationtéi pomoci proteinu Erv14

Pro zajisténi spravného fungovani bunék je nezbytné neustalé udrzovani stalé hladiny
monovalentnich kationtd (H", Na®, K"). UdrZovani této koncentrace je v butikich kvasinky S.
cerevisiae zachovavano pomoci transportnich systému lezicich v PM a v membranovych
vnitrobune¢nych organelach (shrnuto v (Arino, 2010)). Pro zajiSténi spravného fungovani
téchto specifickych transportérii je nezbytné, aby byly spravné umistény do cilové membrany.
Dosud bylo zjisténo, ze je protein Erv14 nezbytny pro cileni okolo 40 membranovych
proteint skrze sekre¢ni drahu do jejich cilovych mist (Herzig et al., 2012; Pagant et al., 2015).
Ne&kolik té€chto proteinii patii pravé do skupin transportéri monovalentnich kationtl, které
zajistuji udrzovani optimalni kationtové homeostaze (Rosas-Santiago et al.,, 2016;
Zimmermannova et al., 2019).

Jakmile maji buniky deletovany Erv14, dochézi v nich k mnoha fyziologickym zménadm
(Nakanishi et al., 2007; Powers et al., 2002), mezi které patii také zvySena citlivost k solim
NaCl a KCI (Rosas-Santiago et al., 2016). Jednim z prvnich transportérti monovalentnich
kationtti, na jehoz biogenezi se podili Erv14, byl identifikovan Na*/H" antiporter Nhal v S.
cerevisiae (Herzig et al., 2012). Nicméné, 1 buniky postradajici gen ERV14 spolecné s NHAI
byly vice citlivé k NaCl a KCI (Rosas-Santiago et al., 2016), mély niz$i vnitrobunééné pH a
vy$$i membranovy potencidl (Zimmermannova et al., 2019), coz naznacilo, Ze existuji 1 jiné

transportéry monovalentnich kationtl, které pro svou biogenezi potiebuji praveé Erv14 (Rosas-
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Santiago et al., 2016). Na toleranci k solim, udrzovani intracelularniho pH a membranového
potencidlu se v kvasince S. cerevisiae krom¢ Nhal podili alespoit 9 dalSich transportéra
monovalentnich kationtd. Sest z nich se nachazi v PM, jsou to Trkl a Trk2 (transportéry K*),
Tokl1 (draselny kanal), Ena (Na‘, K'/H'-ATP4za), Pho89 (Pi-Na" symportér) a Pmal (H'-
ATPaza) (shrnuto v (Arino, 2010)).

Pro zjiSténi novych proteini, jejichz biogeneze zéavisi na Ervl4, byla porovnana
lokalizace Sesti transportéri. monovalentnich kationti (znacenych GFP) v kmeni
s deletovanym ERVI14, vzdy vzhledem k ptislusnému kontrolnimu kmeni (WT), ktery cargo
receptor exprimoval (Zimmermannova et al., 2019). Bylo zjisténo, ze krom¢ Nhal, také
transportéry K*, Trkl a Tokl, patii mezi proteiny rozpoznavané cargo receptorem Erv14
(Zimmermannova et al., 2019). Pomoci imunoprecipitace a mating-based split
ubiquitinac¢niho systému (mbSUS) byla potvrzena i1 pfima interakce mezi Erv14 a Trk1 nebo
Tokl (Zimmermannova et al., 2019), a mezi Ervl4 a Nhal (Rosas-Santiago et al., 2016).
Trk1 je hlavni importér K™ do bunék (Ko et al., 1991) a Tokl je kanal pro K' fizeny
membranovym potencidlem (Gray et al., 1998). Delece ERV14, ovliviiujici biogenezi Trkl a
Tok1, vedla mimo jiné k ovlivnéni ristu bunék na nizkych koncentracich K. Divodem byl
nedostatek efektivniho importu K Kkationt, coz zpusobilo vykyvy elektrochemického
potencidlu PM a intracelularniho pH, jejichz spravné hodnoty jsou dulezité pro zdravy
bunéény rist (Zimmermannova et al., 2019). S hyperpolarizaci PM u kmene ervi44 také
souvisela vys§i citlivost bun€k k cytotoxickym latkdm (napf. Hygromycin B,
Tetramethylamonium) (Zimmermannova et al., 2019), jejichz vstup do bun¢k je fizen prave

hladinou elektrochemického potencialu PM (Madrid et al., 1998).

4.1.2 Vliv proteinu Erv14 na biogenezi Nhal antiporteru

Protein Nhal kvasinky S. cerevisiae je “multi-pass* membranovy protein skladajici se z
nejméné 12 TMD (Obr. 12) (Kinclova-Zimmermannova et al., 2015; Kinclova et al., 2001).
Je dlouhy 985 aminokyselin a fadi se do specifické skupiny transportér alkalickych kovi,
které exportuji Na" nebo K" na tkor gradientu H' (Banuelos et al., 1998). Protein je
charakteristicky svym velmi dlouhym hydrofilnim C-koncem (56.2% celkové délky proteinu)
(Obr. 12). Dlouhy C-konec je dileZzity pro regulaci jeho transportni aktivity (Kinclova et al.,
2001). Aktivita Nhal ma vliv nejen na toleranci bun¢k k solim, ale ovliviiuje také okamzitou
odpovéd’ bunék na hyperosmoticky Sok (Kinclova-Zimmermannova et al., 2006), spravny
prabéh bunééného cyklu (Simon et al., 2003; Simon et al., 2001) a rlst za nedostatku

extracelularniho drasliku (Smidova et al., 2019).
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Obr. 12: Topologie Na*/H" antiporteru Nhal. Obrazek ukazuje piibliznou strukturu proteinu
Nhal s obéma jeho konci sméfujicimi do cytosolu bunky. Vice neZ polovinu z 985 aminokyselin tvori

vyrazné dlouhy hydrofilni C-konec (pievzato z (Kinclova et al., 2001)).

Pomoci metody PAIRS (viz kapitola 3.1) bylo zjiSténo, Ze antiporter Nhal je jednim
z mnoha nékladu, které jsou pomoci cargo receptoru Erv14 cileny do membran, v ptipadé
Nhal do PM (Herzig et al., 2012). Detailngjsi studie se zabyvaly roli hydrofilniho C-konce
(Obr. 12) tohoto antiporteru pii jeho transportu pomoci Ervl4 do plasmatické membrany
(Rosas-Santiago et al., 2016). Porovnavaly se dvé verze antiporteru Nhal znaceného pomoci
GFP v buiikdch s ERVI4 a v builkdch postradajici ERVI4. Byla sledovana lokalizace
nezkraceného Nhal a zkracena verze Nhal bez jeho C-konce (Nhal o délce 472
aminokyselin). V bunkdach, které nesly gen ERV14 byly ob¢ verze (Nhal 1 Nhal bez C-konce)
detekované v PM, zatimco v buiikach bez ERV'14 byla v PM lokalizovana pouze verze bez C-
konce a nezkracend verze byla ¢aste¢né zadrzovana v ER (Rosas-Santiago et al., 2016). Na
zékladé mbSUS analyzy byla prokazana interakce mezi Erv14 a zkracenym i celym Nhal
antiporterem. Fakt, ze zkracena varianta Nhal byla v bunkéch aktivni a spravné lokalizovéana
v PM, byl potvrzen na zakladé méfeni vystupu Na’ a testii analyzujicich toleranci k solim
(Rosas-Santiago et al., 2016). Z téchto vysledkti vyplyva, Ze pro interakci Nhal s Ervl4 je

dilezitd predev§im N-koncovéa cast antiporteru a jeho TMD, a Ze Erv14 je duleZity zejména

27



pro efektivni biogenezi celého Nhal s dlouhym C-koncem koncem (Rosas-Santiago et al.,
2016).

C-konec proteinu Nhal se skladd z 6 hlavnich (C1-C6) a né€kolika dalSich mesich
konzervovanych casti, jejichz funkce neni pfili§ znama (Kamauchi et al., 2002; Papouskova et
al., 2021). V nedavné studii byla sledovana lokalizace a funkce nékolika verzi proteinu
ScNhal zkracenych na C-konci nebo s delecemi v C-konci. Tyto varianty byly exprimovany
v bunikach s ERV14 a ervi44 (Papouskova et al., 2021). Vysledky ukéazaly, ze pouze varianty
Nhal, které obsahovaly konzervovanou cast C5 v jeho hydrofilnim C-konci, vyzadovaly
cargo receptor Ervl4 pro efektivni transport do PM. Z toho vyplyva, ze i relativné malé
hydrofilni ¢asti membranovych proteint jsou dulezité pro interakci s Erv14 cargo receptorem
(Papouskova et al., 2021).

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy a nasledné imunoblottové analyzy byl antiporter
Nhal identifikovan jako dimer (Mitsui et al., 2005). Tato konformace je vyznamna pro
zprostiedkovani kationtové vymény mezi Na* (K*) a H". Schopnost tvorby dimert proteinu
Nhal byla porovndvana v kmenech nesoucich ERVI4 sbuilkkami, které tento gen
neobsahovaly, pomoci Western blotu. V bunikach s Erv14 cargo receptorem Nhal dimerizoval
efektivngji nez v bunkdch ervi44. Protein Ervl4 je tedy dilezity také pro dimerizaci
antiporteru Nhal (Rosas-Santiago et al., 2016).

V Zzivo€isnych bufikach je znamo 13 isoforem Na'/H" antiportertt (NHE1-10, NHEDCI1-
2), které se 1i8i svou lokalizaci (PM vs. membrana vnitrobunéénych organel), substratovou
specifitou a funkci (shrnuto v (Pedersen et al., 2019)). Doposud ale nebyl identifikovdm
zadny cargo receptor, ktery by byl diilezity pro jejich biogenezi a spravnou funkci v jejich

cilovych destinacich.

4.2 Lidské cargo receptory CNIH

V ramci rodiny cargo receptortt Erv14/cornichon byly identifikovany také lidské cargo
receptory CNIH, které se v lidskych bunikach nachazeji ve 4 isoformach (CNIH1-4) (Castro et
al., 2007; Herring et al., 2013; Mishra et al., 2019). Pii porovnani aminokyselinovych
sekvenci cargo receptoru Erv14, cornichonu Cni D. melanogaster a lidskych CNIH bylo
predikovano, Ze lidské cornichony obsahuji, podobné jako Erv14 a Cni, 3 TMD (Obr. 13)
(Castro et al., 2007; Powers et al., 2002).
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Obr. 13: Srovnani sekvenci aminokyselin cargo receptoru nizSich a vysSich eukaryot. (A)
Porovnani sekvenci lidskych cornichoni CNIH (odpovidajici CNIH1), CNIH2, CNIH3, CNIH4. Je
zde patrné, ze CNIH2 a 3 jsou si na zdkladé aminokyselinové sekvence velmi podobné, zatimco
sekvence CNIH4 se nejvice 1isi. (B) Srovnani sekvenci kvasinkového cargo receptoru Ervl4,
cornichonu z D. melanogaster Cni a lidského cornichonu CNIH. Cernymi &arami jsou znazornéné
potencialni TMD. V &ernych ramcich jsou patrné konzervované “Cni domény“. Cervené jsou

zvyraznéné shodné aminokyseliny u v§ech zastupci (prevzato z (Castro et al., 2007)).

4.2.1 Uloha cornichonii CNIH v buiikach
Jaké vSechny ulohy zastdvaji lidské cornichony v organismu neni prozatim plné

objasnéno. Pravdépodobné se pohybuji, stejné jako Erv14 a Cni, z ER do GA (a zpét) (Castro
et al., 2007). Doposud byla charakterizovana jejich uloha v biogenezi pouze nékolika
proteintl.

CNIH1 byl identifikovan jako cargo receptor pro TGFa (transforming growing factor
o), ktery zadrzuje nematurovany protein v ER, dokud nedojde ke spravnému sbaleni a
plnohodnotné maturaci (Castro et al., 2007; P. Zhang et al., 2016). U pacienti trpicich
schizofrenii byla detekovana zvySena exprese CNIH2 a CNIH3 spolu s CNIHI v
dorsolaterdlnim prefrontdlnim kortexu v mozku (Drummond et al., 2012), coz piivadi
k mySlence, Ze by CNIH1 mohl zastavat doposud vSak nezndmou funkci v lidskych
mozkovych bunkach.

Cornichony CNIH2 a CNIH3 (i CNIH1) se uplatiiuji v dopravé a regulaci otevirani
ionotropniho glutamatového AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova
kyselina) receptoru (AMPAR) (Brockie et al., 2013; Shanks et al., 2014; Schwenk et al.,
2009). AMPARs jsou homo- ¢i heterotetramerni proteinové komplexy, jejichz podjednotky
(GluA1-4) utvéieji por pro pienos kationti Ca®*, Na*, K v nervovych buiikach (Perkinton et

al., 1999). Prave interakce cornichonti (CNIH2, 3) s podjednotkami téchto receptorii zajistuje
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export AMPAR z ER pomoci COPII vacki do GA (Harmel et al., 2012; Shanks et al., 2014).
Pii interakci CNIH2 nebo CNIH3 s podjednotkami GluA dochazi k transportu cornichonti
z GA (nikoli zpét do ER) a k jejich spolenému zakotveni v PM. Zde se znich stanou
pomocné podjednotky téchto ionotropnich glutamatovych receptori, ¢imz napomaéhaji
modifikovat jejich otevirani a zavirani (Harmel et al., 2012; Shanks et al., 2014).

Uloha cornichonu CNIH4 byla charakterizovana v souvislosti s receptory spfazenymi
s G-proteiny (GPCRs) (Sauvageau et al.,, 2014). GPCRs tvofi velkou skupinu receptorti
sedicich na povrchu membran, skrze jejichz signalizaci je regulovano mnoho bunécnych
procesi a fyziologickych funkci (Dong et al., 2008). Pomoci BRET-based screening
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer) analyzy proteinti ucastnicich se ER-to-Golgi
transportu bylo prokazano, ze se cornichon CNIH4 podili na aktivnim exportu GPCRs pomoci
COPII vacki z ER (Sauvageau et al., 2014). Jakmile doSlo k overexpresi CNIH4, doslo k
poklesu bioluminiscence mezi P2AR-A7 (P2-adrenoreceptor s mutaci na pozici A7) a
kalnexinem. Kalnexin je molekularni chaperon zprostiedkovavajici folding N-
glykosylovanych proteini opoustéjicich ER (Hammond et al., 1994). Mezi takové proteiny
patii také f2-adrenoreceptory, které se fadi do GPCRs (Ghanouni et al., 2001). Tento pokles
bioluminiscence naznacil, ze CNIH4 oslabuje interakci mezi kalnexinem a spravné slozenym
B2-adrenoreceptorem a napomahd tak jeho uvolnéni z ER (Sauvageau et al., 2014). Pii
overexpresi CNIH4 byla také zjisténa vétsi mira degradace Spatn¢ sbalenych [2-
adrenoreceptorti pomoci proteasomu. CNIH4 by tak mohl hrat také roli pfi degradaci proteint
zadrZzenych v ER (Sauvageau et al., 2014).

Dalsi vyznam CNIH4 byl také nalezen pfi studii antagonistického vztahu p24
sekre¢nich proteini TMED3 a TMED9 (Mishra et al., 2019; Seno et al., 2016). V ramci
testovani rakovinovych bunék tlustého stfeva byl CNIH4 charakterizovan jako moZny
exportér TGFa z ER a patfil mezi faktory podporujici vznik metastazi (Mishra et al., 2019).

O dalSich funkcich lidskych cornichonii CNIH spojenych s AMPAR nebo GPCRs nebo
s dal$imi transportéry monovalentnich kationtd ¢i s jinymi membranovymi proteiny neni

prozatim vice znamo.
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5 Zavér

Biogeneze proteinti pomoci sekrecni drahy je velmi slozity proces, kterého se ucastni
mnoho proteinti. Je zarovenn velmi dilezité, aby proteiny, které do drahy vstupuji, prosly
spravnou maturaci a byly efektivné transportovany at’ uz do extracelularniho prostoru ¢i do
membran organel. VSechny tyto procesy spolu tizce spolupracuji a jsou nezbytné pro spravné
fungovani bunék. Objevenim vyznamu cargo receptoru Erv14 kvasinky Saccharomyces
cerevisiae v biogenezi proteinii se podafilo 1épe analyzovat mechanismy cileni
membranovych proteinli na jejich mista uréeni. Odhaleni ulohy Erv14 v biogenezi Na'/H"
atiporterti a dalSich transportérii monovalentnich kationti pomohlo objasnit dalsi z principt
zachovani iontové homeostaze u niz8ich eukaryot. Biogeneze zivo¢isnych Na'/H" antiporterd
¢i jinych transportéri monovalentnich iontd nebyla doposud objasnéna. Diky vysoké
konzervovanosti cargo receptori od kvasinek az po clovéka mohou byt poznatky ziskané
v buiikach kvasinek prospésné i pro odhaleni novych mechanismi biogeneze transportéri
iontl ve vysSSich eukaryotech, vcetné clovéka. Je ziejmé, Ze podobné jako Ervl4 v S.
cerevisiae, jeho lidské homology, cornichony, mohou zastdvat v lidském organismu tadu
funkci. Z mé bakalaiské prace vyplyva, ze lidské cornichony patfi stile mezi velmi malo
charakterizovanou skupinou cargo receptort, a proto doufdm, Ze o tloze lidskych cornichoni

zjistim vice v ramci své diplomové prace.
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