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Abstrakt

Myotubulariny (MTMR) jsou lipidické fosfatazy, které defosforyluji fosfatidylinositol (3)-fosfat
(PI(3)P)) a fosfatidylinositol (3,5)-bisfosfat (PI(3,5)P,) na pozici 3 inositolového kruhu, ¢imz reguluji
slozeni lipidické vrstvy membranovych kompartmentt. Prvni ¢len rodiny byl popsan v souvislosti se
zavaznou dédi¢nou myopatii. Od té doby do rodiny piibylo dalsich tiinact ¢lenti. Katalyticky neaktivni
MTMR9 nesouci konzervovanou mutaci ve fosfatazové doméné reguluje lokalizaci markeru ¢asné
sekretorické drahy, RAB1A, strukturu cis-Golgi a sekreci. MTMRY interaguje s katalyticky aktivnimi
fosfatizami MTMR6 a MTMRS, které specificky lokalizuje a zvysuje jejich fosfatazovou aktivitu.
Cilem diplomové prace bylo zjistit, zdali je fenotyp pozorovany u bun¢k se zménénou hladinou MTMR9
z4visly na aktivité katalyticky aktivnich fosfatiz MTMR6 a MTMRS. Prokézali jsme vliv MTMRG6 a
MTMRS na distribuci transfekované RAB1A mezi intermedidlnim kompartmentem (IC) a Golgiho
aparatem. MTMR6 a MTMRS se podileji také na regulaci struktury cis-Golgi. Pomoci dvou odlisnych
pristupti se ndm nepodafilo objasnit vliv MTMR6 a MTMRS na sekreci. Zména hladiny katalyticky
aktivnich fosfataz MTMR6 a MTMRS vede k podobnému fenotypu, ktery byl popsan u bunék se
snizenou nebo zvysenou hladinou MTMRY, coz nasvédcuje regulaci lokalizace RABILA, struktury

Golgiho aparatu, a navic lokalizace lysozomi prostfednictvim hladiny PI(3)P a PI(3,5)P».

Kli¢ova slova: MTMR6, MTMRS, MTMRY9, RABI1A, PI(3)P, PI(3,5)P», endoplasmatické retikulum,
intermedialni kompartment, Golgiho aparat



Abstract

Myotubularins are lipid phosphatases that dephosphorylate phosphatidylinositol 3-phosphate and
phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate the position three of the inositol ring. This allows them to regulate
the structure of the lipid layer of the membrane compartment. The first member of the family was
described in association with a severe hereditary myopathy. From that point on, another thirteen
members have been added to the family. The catalytically inactive MTMRY carrying the conserved
mutation in the phosphatase domain regulates the localization of the marker of the early secretory
pathway, RABIA, the cis-Golgi structure and the secretion. MTMRO interacts with the catalytically
active MTMR6 and MTMRS that specifically localizes and increases their phophatase activity. The aim
of this diploma thesis was to find out whether the phenotype observed in cells with altered MTMR9
levels is dependent on the catalytically active phosphatases MTMR6 and MTMRS. We proved the
influence of MTMR6 and MTMRS on the distribution of tranfected RAB1A between the intermediate
compartment and the Golgi apparatus. MTMR6 and MTMRS also take part in regulating the cis-Golgi
structure. By the use of two different approaches we did not manage to clarify the influence of MTMR6
and MTMRS on secretion. Changes in the catalytic active phosphatase MTMR6 and MTMRS levels
lead to a similar phenotype that was previously described in cells with decreased or increased MTMR9
levels. This gives evidence of the regulation of localization of RAB1A, the Golgi apparatus and even
the localization of lysosomes through phosphatidylinositol 3-phosphate and phosphatidylinositol 3,5-
bisphosphate levels.

Key words: MTMR6, MTMRS, MTMR9, RABI1A, PI(3)P, PI(3,5)P., endoplasmic reticulum,
intermediate compartment, Golgi apparatus
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1. Uvod

Vnitini prostor bun€k je rozdélen prostfednictvim membran na jednotlivé kompartmenty, které zajistuji
specifické prostiedi pro spravny prubéh bunécnych procest. Mezi jednotlivymi kompartmenty putuji
vacky. Regulace formovani vacku, uvolnéni z donorové membrany, transport a rozpoznani cilové
membrany je intenzivné studovano jiz mnoho desitek let (Ilia Mechnikov, 1882), pfesto stale zlistavaji

mnohé molekuldrni mechanismy jednotlivych kroki nezndmé.

Drive ptevladala predstava, Ze je membrana urcitého kompartmentu obohacena pievazné jednim typem
derivatu fosfatidylinositolu (PI), ktery ji dava identitu. Konkrétni PI jsou na membran¢ rozpoznavany
riznymi proteiny s doménou vazajici PI. Tyto proteiny nasledné zprostfedkovavaji déje nezbytné pro
transport vackl. Béhem nasledujicich let se ukazalo, ze fosfatidylinositidy (PIP) jsou mnohem
promiskuitnéjsi, nez se pivodné myslelo. Na membranach byvaji zastoupeny vSechny derivaty PIP a ve
vazbé efektord hraji roli i dalsi aspekty neZ jen kombinace fosforylaci inositolového kruhu (Choy et al.,

2017).

Pecliva kontrola kazdého kroku transportu je dana souhrou mnoha molekul, pfedevsim pak kinazami,
fosfatdzami a GTPazami RAB. Jednim z regulatort slozeni lipidickych membran a transportu vackt
jsou i proteiny pfibuzné myotubularinu (MTMR), lipidické fosfatazy, které defosforyluji derivaty PI na
tteti pozici inositolového kruhu (Raess ef al., 2017). MTMR byly objeveny ve spojitosti se zdvaznymi
onemocnénimi u lidi (Laporte et al., 1996). Ackoliv jsou MTMR poslednich dvacet pét let studovany,
role jednotlivych ¢lenti rodiny v mnohych procesech ziistavaji nejasné. Diplomova prace se vénuje
podskupiné MTMR zahrnujici MTMR6, MTMR7 a MTMRS (Raess et al., 2017). Tyto MTMR nejsou
spojovany s Zadnym monogenné podminénym onemocnénim, coz mize byt jednim z divodi nedostatku

informaci o této podskuping.
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2. Literarni prehled
2.1. Proteiny pribuzné myotubularinu (,,myotubularin

related proteins” - MTMR)

MTMR tvoii rozsahlou rodinu lipidickych fosfataz, které jsou evolu¢né konzervovany od kvasinek po
Clovéka. V dusledku pritomnosti charakteristického C(X)sR motivu jsou fazeny do nadrodiny
proteinovych tyrosinovych fosfatdz (PTP) (Denu et al., 1996; Laporte et al., 1996), ackoliv jejich
substratem jsou lipidy, nikoliv proteiny (Alonso ef al., 2004). Mizeme je rozdélit do dvou skupin na
zéklad¢ fosfatdzové aktivity, kterd je dana pritomnosti kli¢ovych aminokyselin (AK) v katalytické kapse

domény PTP (Raess ef al., 2017).

Lidsky genom nese Ctrnact gentt (MTM1, MTMR1-13) kddujicich ¢leny rodiny MTMR, osm z nich je
katalyticky aktivnich, zbylych Sest neni schopno defosforylace (Kerk a Moorhead, 2010; Raess ef al.,
2017). Do rodiny MTMR je n¢kdy zatazovan i MTMR14, oznacovany také jako hJUMPY. Sekvence
katalytické smycky MTMR14 je velice podobna konzervované struktufe aktivnich MTMR. MTMR 14
defosforyluje substraty jako ostatni ¢lenové rodiny (Tosch er al., 2006), nicméné dalsi domény
charakteristické pro rodinu MTMR neobsahuje a fylogenetické studie naznacuji pouze blizkou

pribuznost (Vergne et al., 2009; Raess et al., 2017).

Geny pro myotubulariny se nachazeji az na vyjimky (intracelularni paraziti Encephalitozoon cuniculi,
Plasmodium  falciparum a eukaryotické ftasy Cyanidioschyzon merolae, Ostreococcus sp.,
Chlamydomonas reinhardtii) u vSech eukaryot (Kerk a Moorhead, 2010). Pfitomnost mnoha proteinti
se stejnym substrdtem a podobnou funkci by mohla spocivat ve funkéni redundanci. Béhem
mnoholetého vyzkumu MTMR se postupné odkryvaji jedinecné role jednotlivych MTMR v lidském
organismu. MTM1 a MTMR2 maji identicky substrat a tkanovou specifitu, pfesto mutace v nich vedou
k diametralné odliSnym onemocnénim. Rozdilny fenotyp mutaci miize byt dan riznymi interakénimi

partnery a tim rozdilnou lokalizaci v buice (Raess et al., 2017).

Cela rodina dostala nazev podle prvniho identifikovaného myotubularinu 1 (MTM1). Dalsi zastupci byli
pojmenovani jako proteiny piibuzné myotubularinu (MTMR). Mutace MTM1 vede k myotubulérni
myopatii, ktera se projevuje hypotonii a svalovou ochablosti. VétSina déti umira do 5. mésice Zivota
(Spiro et al., 1966; Laporte et al., 1996). Dal§im zavaznym onemocnénim spojenym s mutaci gentl
MTMR je Charcot-Marie-Tooth (CMT) demyelinizujici periferni neuropatie typu 4B1 (MTMR2)
(Bolino et al., 2000). Vznik CMT typu 4B2 je podminén mutaci katalyticky neaktivniho MTMR13, coz

ukazuje na duleZzitou tlohu katalyticky neaktivnich fosfataz (Tersar et al., 2007; Robinson et al., 2008).
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2.1.1. Substrat MTMR

Substratem MTMR jsou PIP. Ackoliv je zastoupeni PI a jeho derivati v membrané eukaryotické buiiky
mensi nez 10 %, zajiSt'uji tyto lipidy stézejni buné€né procesy zahrnujici signalizaci, regulaci otvirani
iontovych kanalt, dynamiku cytoskeletu, motilitu a membranovy transport prostfednictvim naboru
efektord s doménou vazajici P1. Efektory také fidi dynamiku samotnych membran, jejich tvarovani, fuzi
nebo vznik novych membranovych kompartmentt. Cinnosti kinaz a fosfataz je zajistén dynamicky obrat
lipidd, ktery se podili na udrzovani homeostazy organismu. Variabilni kombinaci fosforylace PI na

pozici 3D, 4D a 5D vznika sedm odlisnych PIP (Balla 2005; Robinson a Dixon 2006) (obr. 1).

PI(4)P PI(5)P

Géd;%_ \ﬂ\‘!&
‘)?/1“
PI(3,4)P, PI(3,5)P; PI(4,5)P;
PI(3,4,5)P;

Obrazek 1: Fosfatidylinositol a jeho derivaty. Fosfatidylinositol muZe byt fosforylovdn na treti, ¢tvrté a pdté pozici
inositolového kruhu (Cervené), ¢imZ vzniké sedm ridznych derivati. Aktivitu kindz znaci modré Sipky, fosfatdz
bézové Sipky. Cinnost MTMR je zvyraznéna Cervené. Substrdty MTMR jsou zakrouzkovdny cervenou barvou.
(Obradzek inspirovan (Hasegawa et al., 2017), vypracovdn v programu Biorender)

variabilitou v acylovych fetézcich, které mohou mit vliv na chovani efektor. Acylové fetézce se lisi v
délce a maji rtizny stupen nasycenosti. Kdyz je fetézec dlouhy, efektor nedoseda na fosfolipidovou
membranu. Naopak v pripadé kratkého fetézce je efektor v tésném kontaktu s membranou, ale na PIP
navazany neni. To miize vysvétlovat, pro¢ maji PIP fadu odliSnych funkci a efektorti (Choy et al., 2017).
MTMR reguluji hladinu fosfatidylinositol (3)-fosfatu (PI(3)P) a fosfatidylinositol (3,5)-bisfosfatu
(P1(3,5)P2) (Zou et al., 2012).

2.1.1.1.  PI(3)P
PI(3)P predstavuje jeden ze dvou substratt MTMR. V eukaryotické butice vznika primarné ¢innosti PI13-

kinazy (PI3K) VPS34, coz je kinaza treti tfidy, mensi procento je vysledkem ¢innosti PI3K druhé tidy
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(Campa et al., 2018). PI(3)P je klicovy PIP membrany ¢asného endozomu (Cao et al., 2008). Jeho obrat
je dulezity pro transport napti¢ endocytickou drahou, pro fuzi ¢asnych endozomt (Jones a Clague 1995)

a pfeménu ¢asného endozomu do pozdniho endozomu. Zrani endozomi doprovazi vyména RABS (,,rat

brain”) za RAB7 (Poteryaev et al., 2010).

Do bunky se neustale dostavaji komponenty z plasmatické membrany, které mohou byt degradovany
nebo vraceny zpét k povrchu bunky. Pro recyklaci nékladu je nezbytné snizeni hladiny PI(3)P na
casnych endozomech. Po hydrolyze PI(3)P vytvofeného kinazou druhé tifidy PI3K-C2a (,,clathrin-
binding PI3K alpha”) dochazi k odstfizeni vackt s nakladem, které dale putuji do recyklacnich
endozomii (Campa et al., 2018). PI(3)P je také dulezity regulator autofagické drahy (Wu et al., 2014).

2.1.1.2.  PI(3,5)P>
PI(3)P je prekurzorem PI(3,5)P,, ktery se vyskytuje pfevazn€¢ na membrané pozdnich endozomi a
lysozomii (Takatori et al., 2016). Pfechod mezi membranovymi kompartmenty je doprovazen
fosforylaci PI(3)P na PI(3,5)P, prostfednictvim aktivity kinazy P15-kindzy (PIKfyve). PI1(3,5)P; je stejné
jako PI(3)P zapojen do regulace autofagie, zfejmé do pozd¢€jsich fazi procesu. Snizeni hladiny PI(3,5)P»
prostiednictvim inhibice PISK vedlo k akumulaci proteinu charakteristického pro autofagii (,,light chain
3” - LC3), coz mize byt disledkem zvysené produkce autofagozomalnich struktur nebo narusenim fuze
autofagozomu s lysozomem (de Lartigue et al., 2009). Fosfataza INPPSE (,,inositol polyphosphate-5-
phosphatase E”) vyskytujici se na membrané lysozomi snizuje hladinu PI(3,5)P», ¢imZz dochazi ke
stabilizaci aktinové sit¢ nezbytné pro fizi autofagozomu s lysozomem (Hasegawa et al., 2016).
PI(3,5)P, odrazi prostfedi a podminky, ve kterych se butika nachazi. V ptipadé puisobeni stresu dochazi
ke zvySeni hladiny (Dove et al., 1997). Dale je zapojen do regulace tfidéni nakladu v multivezikularnich

téliscich (Odorizzi et al., 1998).

2.1.2. Funkce MTMR

Potvrzené lokalizace PIP a jejich popsané funkce rozvijely piedstavy o uloze MTMR vzhledem k jejich
substratim. Detekované mutace v MTMR spojené s patologickym projevem naznaduji tkanoveé
specifickou expresi jednotlivych ¢lenit MTMR rodiny a také jejich odli$né interak¢ni partnery (Raess et

al., 2017).

MTMR jsou jedny z mnoha proteintl, které kontroluji tvorbu membranovych kompartmentt, transport
a dynamiku vackt napfic bunkou prostrednictvim regulace sloZzeni membrany. MTM1 a MTMR?2 jsou
regulatory endozomalni drahy. Jejich tiloha byla popsana na transportu EGFR (receptor pro epidermalni
ristovy faktor). MTMI1 je nezbytny pro uvolnéni nakladu z casného endozomu, MTMR2 reguluje
prenos nakladu z pozdniho endozomu (Cao et al., 2008). Nékteré MTMR, jako naptiklad MTMR3,
MTMRS8 nebo MTMR14, jsou zapojeny i do specifického transportu cytoplasmatickych komponent

ur¢enych k degradaci v lysozomech. V bunice funguji jako negativni regulatory autofagie, nicméné jejich
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pritomnost je pro spravny prib¢h procesu nezbytna (Vergne et al., 2009; Taguchi-Atarashi et al., 2010;
Allen et al.,2020). MTMRG6 je spoleéné s MTMR9 negativnim reguladtorem apoptdzy (Zou et al., 2009).

MTMR hraji také dtlezitou roli v signalizaci. MTMR 14, ktery je hojné exprimovan v srde¢ni svaloving,
negativné reguluje aktivitu Akt signalni drahy. Odstranéni MTMR14 z bun€k srdecni svaloviny
zpusobuje zvySenou aktivitu Akt signalni drahy a srde¢ni hypertrofii u mysi (Zhang et al., 2020). Delece
MTMR2 vede ke zvySené aktivit¢ mTORCI, kterd je stejné jako defekty v MTMR2 spojovéna s

neobvyklou myelinizaci perifernich nervt (Sawade et al., 2020).

Katalyticky neaktivni MTMR tvofi heterodimery s aktivnimi interakénimi partnery a jsou schopné
regulovat jejich lokalizaci na membrany (Doubravska et al., 2020). Vazbou mezi nimi se zvySuje
fosfatdzova aktivita MTMR a také jejich stabilita (Zou et al., 2012). Katalyticky neaktivni fosfatazy
vSak neslouzi pouze jako podplrné proteiny pro své katalyticky aktivni partnery. NaruSeni jejich
optimalni exprese v buiice mize vést k vaznym onemocnénim stejn¢ jako u aktivnich fosfataz (Tersar

et al., 2007).

s

Detailnéjsi informace o funkcich MTMR, kterym se vénuje tato prace, jsou uvedeny dale v textu.

2.1.3. Nemoci zpiisobené mutaci v genech MTMR

Mutace v MTMI1 zptsobuje myotubularni myopatii vazanou na chromozom X, coZz je zavazné
monogenné dédicné onemocnéni, které postihuje kosterni svalovinu. Je charakterizovano patologicky
snizenym svalovym napétim a slabosti. Vyraznym histopatologickym znakem tohoto onemocnéni je
centraln€ umisténé jadro, malé zakulacené fibrily kosternich svali, neobvykla akumulace mitochondrii
a lokalizace proteind, jako je dysferlin nebo dihydropyridinovy receptor 1 alfa. Pacienti muzského
pohlavi umiraji priméré ve 4. - 5. mésici Zivota na respira¢ni selhani. Zeny pienasecky nevykazuiji
zadné klinické projevy, nicmén¢ biopsie a nasledna analyza svalové tkan€ u Casti testovanych osob
ukazala, ze nékteré fibrily obsahovaly centraln¢ umisténé jadro (Spiro ef al., 1966; Laporte et al., 1996;

Childers et al., 2014).

Mutace v genu MTMR?2 zptsobuje demyelinizujici neuropatii postihujici periferni nervstvo (Bolino et
al., 2000). CMT syndrom je vazné klinicky i geneticky heterogenni onemocnéni. Toto onemocnéni
postihuje 1 z 2 500 jedinct a fadi se tak mezi nejCastéjsi neurologicka dédi¢na onemocnéni. Klinicky se
CMT projevuje jiz v détstvi postupnou slabosti a atrofii svalti, kterd postihuje nejprve chodidla a dolni
koncetiny, pozdéji se §iii i do hornich koncetin. Vznikajici myelin je chybné sbalovan, v n€kterych

mistech je myelin zesilen nebo jsou nervova vldkna demyelinizovana (Murphy ef al., 2012).

Dalsi pficinou vzniku CMT syndromu je mutace v MTMR13. Na mysich bylo ovéfeno, ze delece i
katalyticky neaktivniho MTMRI3 staCi pro vznik zvlastnosti ve struktufe myelinu a sniZzenou

motorickou vykonnost jedinct (Tersar ef al., 2007).
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Doposud nebylo prokazano, ze by mutace v MTMR6, MTMRS8 nebo v MTMRO9 zpiisobovala konkrétni
syndrom. Nicméné zmény v expresi téchto MTMR byly popsany u osob s mentélni retardaci, poruchami

metabolismu nebo naddorovym bujenim (Holman et al., 2013; Wang et al., 2019; Shi et al., 2020).

Mezi jednu z nejrozsitenéjsich civilizacnich chorob patii obezita. Vznik obezity je podminén jak
behavioralné, tak genetickym pozadim, které je velice Siroké. Sklony k obezité se mohou u riznych
etnickych skupin lisit. Yanagiya et al. ve studii provadéné v Japonsku poodkryli moznou spojitost mezi
predispozici k obezité a jednonukleotidovymi polymorfismy (,,single-nucleotide polymorphism” - SNP)
v genu MTMRY9. Hladina transkriptt MTMRO byla regulovana piijmem potravy. Pii hladovéni se
hladina zvysila, naopak pfi konzumaci tu¢nych potravin se snizila. Autofi navrhuji MTMR9 jako
potencionalni regulator chuti (Yanagiya et al., 2007). Prokazana byla i dalsi spojitost mezi MTMRY a

civilizaénimi chorobami, konkrétn¢ cukrovkou (Tang et al., 2014).

U pacientti s poruchami osobnosti byly identifikovany zmény v genu MTMRY (Lo et al., 2017). Shi et
al. se zabyvali pacienty v ¢inské populaci s nesyndromovou mentalni retardaci (,,nonsyndromic
intellectual disability” - NSID), kterd mize byt podminéna geneticky nebo plsobenim vnéjsiho
prostfedi, coz zahrnuje viry, teratogeny nebo zatfeni. Pomoci testovani pifenosu nerovnovahy

identifikovali tii SNP genu MTMRY, kter¢ jsou spojeny s NSID (Shi et al., 2020).

Mutace v MTMRS byly detekovany u osob s mentalnim postizenim (Holman et al., 2013) a s gliomy,
coz pravdépodobné uzce souvisi s narusenym obratem PIP a transportem vackti (Waugh 2016). MTMR
reguluji programovanou bunéénou smrt (Zou et al., 2009), takze se predpokladala role MTMR v
nadorovych onemocnénich. Pomoci luciferazového testu bylo zjisténo, z2 mRNA MTMRG6 je cilovym
substratem mikroRNA (miRNA) miR-506-3p. Vyzkum se provadé€l na vzorcich nadorové ovarialni
tkané (,,ovarian cancer” - OC). Analyza OC odhalila snizenou hladinu miRNA a zvySenou expresi
MTMRG6 v porovnani s kontrolni imortalizovanou epitelialni linii vejcovodu. ZvySena hladina MTMR6
zabranuje pfirozenému prubéhu apoptoézy. Ke vzniku patologie piispiva i vliv nedostatku miRNA v
nadorovych tkanich. miRNA ma za normalnich okolnosti inhibi¢ni vliv na priichod bunéénym cyklem,
navozuje prechod builky do faze Go a indukuje apoptozu (Wang et al., 2019). Dalsi studie, kterd se
vénuje regulaci apoptozy prostfednictvim MTMRG6 se tyka chronické B-lymfocytarni leukemie. Buiiky
in vitro nevstupovaly do apoptdzy vyvolané ozafenim a vykazovaly minimalné dvojnasobné zvySenou

hladinu exprese MTMRG6 (Vallat et al., 2003).

2.1.4. Struktura MTMR6, MTMRS, MTMR9
MTMR se déli do podskupin na zaklad€ pritomnosti specifickych domén. Zaklad struktury MTMR®6,
MTMRS8 a MTMRO tvoii stejné€ jako u ostatnich MTMR doména PH-GRAM (,,Pleckstrin homology-
glucosyltransferases, RAB-like GTPase activators and myotubularin”) na N-konci, ktera je spojena
prostfednictvim spojky s doménou PTP (Begley et al., 2003; Kerk a Moorhead, 2010). Rozhrani mezi
témito doménami je u clent MTMR rodiny variabilni a miZe ovliviiovat jejich orientaci vii¢i membrané
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(Yoo et al., 2015). Treti doména, ktera se vyskytuje u MTMRO a jeho interak¢nich partnert, je doména
svinuté civky (,,coiled-coil” - CC) (obr. 2), kterd umozinuje tvorbu homodimeri a heterodimert mezi

MTMR (Kim et al., 2003).
MTMRS = H H— (O Doména PH-GRAM

() Doména coiled-coil

MTMRS8 H:]_
-[ H (O Aktivni fosfatdzova doména
MTMRY =] = }-D— o o ]
O Inaktivni fosfatazova doména

Obradzek 2: Struktura MTMR. MTMR jsou multidoménové proteiny. Na N-konci se nachdzi doména PH-GRAM
(zelené), ktera je spojena prostrednictvim spojky s fosfatdzovou doménou (modre). U vétsiny MTMR byla
detekovdna doména , coiled-coil” (Zluté) zajistujici tvorbu homodimer( a heterodimeri. (Obrdzek inspirovdn
(Raess et al., 2017))

2.1.4.1. Doména PH-GRAM

Doména PH-GRAM byla detekovana téméf u vSech organismii nesoucich geny pro MTMR.
Pravdépodobné vznikla jiz béhem casné evoluce eukaryot (Kerk a Moorhead, 2010). Nejprve byla
popsana pouze doména GRAM (,,RAB-like GTPase activators and myotubularin”), ktera méla slouzit
jako doména zprostiedkovavajici vazbu proteinu nebo lipidu a podilet se na pfenosu signalu v bunce
(Doerks et al., 2000). Odhaleni krystalové struktury MTMR2 ukazalo, Ze je doména GRAM tvofena
listy beta, které jsou soucasti vétsiho motivu tvoreného doménou ,,Pleckstrin homology” (PH). Doména
PH vykazuje vysokou afinitou vici PI(3,4,5)P; a PI(3,4)P, a hraje vyznamnou roli pfi bunécné
signalizaci z plasmatické membrany. Sklada se z beta listl tvoticich sendvi¢ s helixem alfa na C-konci.
Doména PH-GRAM zajistuje vazbu MTMR na PIP a tim zajist'uje lokalizaci proteinu na specifické
membranové kompartmenty. Pozitivni naboj domény PH-GRAM a domény PTP vytvaii vhodné
prostfedi pro interakci s negativné nabitou hlavickou PIP (Begley et al., 2003). Zaroven vazba domény
PH-GRAM na PIP umoziiuje vhodnou orientaci domény PTP k substratu. Nicméné bylo zjisténo, ze
samotnd vazba domény PH-GRAM na PIP je velice slaba. Na vazb¢ mezi lipidem a proteinem se mohou

podilet i dalsi domény (Yoo et al., 2015; Sawade ef al., 2020).

2.14.2.  Doména PTP
Aktivni MTMR katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby u PI(3)P a PI(3,5)P, (Blondeau et al., 2000).
Vyznacuji se motivem C(X)sR typickym pro nadrodinu tyrosinovych fosfataz, ktery je umistény na dné
kapsy v oblasti smycky vazajici fosfat. Substratova specifita MTMR pravdépodobné vyplyva z odlisné
architektury aktivniho mista. Doména PTP katalyticky neaktivnich fosfataz nese ustalenou substituci v

motivu C(X)sR, ktera vede ke ztrate¢ schopnosti defosforylovat substrat (Kim et al., 2003).

Doména PTP u MTMR je delsi nez u jinych ¢lend nadrodiny tyrosinovych fosfataz. Je to dano
ptitomnosti vysoce konzervované sekvence SID (SET (Suvar3-9, zesilova¢ proteinu zeste, Trithorax)
interakéni doména) (Begley et al., 2003). Bylo popsano, ze doména PTP muze zajistovat vazbu na

proteiny a podilet se tak na utvafeni komplexd. Napiiklad vazba domény PTP MTMR13 na RAB35
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napomaha lokalizovat neaktivni fosfatizu na membrénu, kde utvari tetramer s aktivnim MTMR2

defosforylujicim PIP (Sawade et al., 2020).

2.1.43. Doména CC
Interakce jednotlivych ¢lenti rodiny MTMR jsou zprostfedkovany doménou CC. Ackoliv tuto doménu
maji témet vSechny MTMR, zdaleka ne mezi v§emi dochazi k heterodimerizaci (Kim ef al., 2003; Zou
etal.,2009). Rozdily v sekvencich domén CC ¢lent rodiny MTMR zptisobuji, Ze pouze vybrané MTMR
spolu interaguji. Napiiklad MTMR1 a MTMR?2 vykazuji velice podobnou sekvenci kodujici doménu
CC, nicmén¢ pouze MTMR?2 je schopny interagovat s MTMRS. Pro doménu CC jsou charakteristické
leucinové zbytky nebo piibuzné AK, které byvaji v fetézci obvykle oddéleny 6 libovolnymi AK. Kim
et al. porovnali sekvenci domény CC MTMR1 a MTMR2 se zamétenim na leucinové zbytky. Leucin
(L607) domény CC MTMR2 byl substituovan tak, aby odpovidal AK vyskytujici se na této pozici
v MTMRI1. Vytvofeny mutantni protein nebyl schopny interagovat s MTMRS stejné jako je tomu v
pfipadé¢ MTMRI1. Rozdily v interakénich partnerech jednotlivych MTMR mohou ¢asteéné spocivat ve

variabilité AK vyskytujicich se na mistech potencionalné urc¢enych leucinu (Kim et al., 2003).

2.1.5. MTMR9
MTMRO je katalyticky neaktivni enzym, ktery se vaze na sv¢ interak¢ni partnery pomoci domény CC.

MTMRO byl detekovan ve vsech tkanich. Je hojné exprimovan ve varlatech a v témér vSech Castech
mozku (Raess et al., 2017, databaze ,,Genotype-Tissue Expression®). Bylo zjisténo, Ze interaguje
s blizce ptibuznymi proteiny MTMR6 (Zou et al., 2009), MTMR7 (Mochizuki a Majerus 2003) a
MTMRS, které patii do jedné podskupiny MTMR (Zou et al., 2012).

2.1.5.1. Lokalizace MTMRO9

MTMRO se v butice nachazi predevsim v oblasti kolem jadra. Pozorovani fluorescencné znaceného
MTMR9 ukazalo, Ze se nevyskytuje pouze v cytoplasmé, ale ze na rozdil od MTMR6 a MTMRS
vyrazné lokalizuje i na membrany vackovitych struktur. Dale byl detekovan v té€sné blizkosti
cytoplasmatické membrany (Zou et al., 2009; Doubravska et al., 2020). Vacky pozitivni na MTMR9
byly podrobné pozorovany v zivych bunkach RPE-1. Tyto vacky vykazovaly dvoji pohyb, a to kmitani
na misté, pfipadné anterogradni pohyb ke Golgiho aparatu (Golgi). Vacky se vyskytovaly asociované s
cis-Golgi nebo volné v cytoplasmé. Silna kolokalizace byla pozorovana s vacky pozitivnimi na RABIA,
ktery je charakteristicky pro intermedialni kompartment (IC) nachazejici se mezi endoplasmatickym

retikulem (ER) a Golgi (Doubravska et al., 2020).

2.1.5.2. Funkce MTMR9
MTMRO reguluje aktivitu a lokalizaci interak¢nich partnerd, které vtahuje do vacku (Zou et al., 2012;

Doubravska et al., 2020). ZvySeni fosfatazové aktivity MTMR6 a MTMRS bylo pozorovano pomoci
radioaktivné znacenych substratt PI(3*)P a PI(3*,5)P, prostfednictvim méfeni uvolnéného [**P]-PO4

(Zou et al., 2012). Dale MTMR9 zvysuje stabilitu MTMR6 (Zou et al., 2009), MTMRS8 (Zou et al.,
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2012) a zaroven svoji vlastni. Ve vazbé s MTMRG6 reguluje apoptozu (Zou et al., 2009), s MTMRS
autofagii (Zou et al., 2012) (obr. 3).

o= o

X ?kompetice o MTMR9?

Va N
# \
( J

e — Autofagie -

Obradzek 3: Funkce MTMR6 a MTMRS8 v burice. MTMR6 preferencné defosforyluje PI(3,5)P2 a negativné reguluje
apoptozu. Hlavnim substratem MTMRS je PI(3)P a hraje dileZitou roli pri autofagii. O kompetici mezi MTMR6 a
MTMR8 o MTMR9 se spekuluje, Zadnd prikaznd data nejsou momentdiné k dispozici. (Obrdzek inspirovdan (Zou
et al., 2012), vypracovdn v programu Biorender)

MTMRO se podili na udrzovani struktury Golgi a ovliviiuje lokalizaci RAB1A. Jelikoz je RABI1
potfebny pro spravny prubeh transportu vackli mezi ER a Golgi, mohl by MTMRO9 regulovat pribéh
sekrece. Skutecn¢ se prokazalo, Zze zména exprese MTMRY vede ke zpomaleni pozorovanych
sekretovanych proteinit G viru vezikularni stomatitidy (VSV-G) a WNT3A (Wingless/Int-1) mezi ER a
Golgi (Doubravska et al., 2020).

Vytvotfené MTMRY heterozygotni mysi dosahovali v porovnani s WT (wild type) mensiho vzristu (Zou
et al., 2012). Autoti ¢lanku to davaji do mozné souvislosti s pozorovanim Yanagiya et al., ktefi se
zabyvali SNP v genu MTMR9 u obéznich lidi. Hladina MTMRO se odvijela od mnozstvi pfijimané
potravy (Yanagiya et al., 2007). Heterozygotni mysi trpély zachvaty a poruchami pohybu. Béhem
prvnich dvou tydnt Zivota byl zaznamenan vysoky poc¢et imrti, coZz mize byt vysvétleno tim, ze deleci
MTMRY je vyrazné snizZena stabilita a funkce interak¢nich partnerdt MTMR6, MTMR7 a MTMRS. Mysi
s deletovanym MTMR9 v obou alelach se vytvofit nepodatilo (Zou et al., 2012).

2.1.6. MTMR6
MTMR6 tvoii spoleéné s MTMR7 a MTMRS teti podskupinu rodiny MTMR (Laporte et al., 2003).

Vykazuje enzymatickou aktivitu zejména vici PI(3,5)P2 (Zou et al., 2009). MTMRG6 je exprimovan
témef ve vSech tkanich, nejvice v nadledvinkach, varlatech a také v nékterych ¢astech mozku, naptiklad
ve frontalnim kortexu, hypothalamu nebo v mozecku (Raess et al., 2017, databaze ,,Genotype-Tissue

Expression®). Vyskytuje se ve dvou izoformach. (https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y217#Q9Y217-
1)
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2.1.6.1.  Lokalizace MTMR6
Komer¢né dostupné funkéni protilatky proti MTMR6 nejsou k dispozici. Nicméné Mochizuki et al.

pfipravili mys$i monoklonalni protilatku, ktera jim umoznila pozorovat lokalizaci endogenné
exprimovaného MTMRG6 v bunikdch. Akumulace MTMR6 (Mochizuki et al., 2013) stejne jako MTMR9
(Doubravska et al., 2020) byla detekovana v perinukledrni oblasti a cytosolu. Fluorescencni signal
MTMR6 nevykazuje vackovity charakter, nicméné oblast vyraznéjsiho signalu se prekryva s vyskytem
PI(3)P a transferinu. Pfitomnost MTMR6 na vaccich recyklacniho endozomu nebyla prokazana.
Vyznamny piekryv byl zaznamenan u MTMR6 a mikrotubulovych svazkli v okoli jadra. Po piidani
nokodazolu, ¢inidla naruSujiciho stabilitu mikrotubulti, doSlo nejen k rozpadu sité mikrotubuld, ale také
zmizel vyrazny signal MTMRG6 v blizkosti jddra. MTMRG6 se vyskytuje také v IC (Mochizuki ef al.,
2013), kde byl detekovan i transfekovany MTMR9 (Doubravska et al., 2020). Naruseni hladiny malé
GTPazy RABI1B vedlo ke zméné lokalizace MTMRG6, coz by mohlo vypovidat o blizkém funkénim
vztahu téchto proteinti (Mochizuki et al., 2013).

2.1.6.2.  Vazebni partneti MTMR6
Hlavnim vazebnym partnerem MTMRG6 je katalyticky neaktivni MTMR9 (Mochizuki et al., 2013).

Interakce téchto proteint vede ke zvySené afinité a fosfatazové aktivit¢ MTMRG6 vici P1(3,5)P» (Zou et
al., 2009). Dalsi dilezitym interakénim partnerem je RAB1B. Slabou vazbu zprostfedkovava doména
PH-GRAM MTMRG6. Vazbu ovliviiuje i forma, ve které se RAB1B nachazi. MTMRG6 piednostné vaze
RABI1B-GDP (guanosindifosfat) (Mochizuki et al., 2013). Déle byla popsdna interakce MTMRG6 s
proteiny centrozomu (https://thebiogrid.org/114558).

2.1.6.3.  Funkce MTMRG6
Komplex MTMR6/MTMRY reguluje apoptdézu. Zou et al. pozorovali snizenou hladinu apoptdzy

indukované etoposidem v bunikach, ve kterych soucasn¢ exprimovali MTMR6 a MTMRY. Naopak
snizeni hladiny MTMR6 a MTMR9 pomoci interference RNA (RNAi) vedlo ke zvysenému odumirani
bunek (Zou et al., 2009). Apoptozou se zabyval také Wang et al. ve studii tykajici se vztahem mezi
miRNA a MTMRG6 v nadorové tkani ovarii. MiR-506-3p negativné reguluje expresi této fosfatazy. U
nadorové tkané byla detekovana niz$i hladina miRNA a tudiz vys$si exprese MTMRG6. SniZeni exprese
MTMR6 v nadorovych bunkach prostfednictvim malych interagujicich RNA (siRNA) vyvolalo nartst
apoptdzy a jeji zvyseni vedlo k opa¢nému jevu. Navic doslo ke zvyseni poctu bunek vyskytujicich se ve

fazi S, G2 a M bunécného cyklu (Wang et al., 2019).

Vliv MTMR6 na nadorové bujeni je také pravdépodobné prostiednictvim interakce s kanalem K*
aktivovanym Ca?* (KCa3.1), ktery je znam jako pozitivni regulator proliferace u nékterych nadorovych
buné¢énych linii (Srivastava et al., 2005; Faouzi et al., 2016). Kanal KCa3.1 je aktivovan PI(3)P a
deaktivovan snizenim hladiny PI(3)P prostfednictvim MTMRG6 (Srivastava et al., 2005). V tomto
pfipadé by vyssi exprese MTMRG6 inhibovala KCa.3.1 a negativné regulovala proliferaci bun¢k
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nadorové tkané. Protichidnost vysledkt studii naznacuje, ze mnohé molekularni mechanismy ohledné

ulohy MTMRG6 v organismu ziistavaji stale nejasné.

U héad’atka a octomilky MTM6 s MTMO reguluji drahu recyklace. Sekrece lipidicky modifikovaného
proteinu Wnt je zprostfedkovdna membranove vazanym proteinem MIG14/Wls, ktery je pro sekreci
Wnt nezbytny. MIG14/Wls opakované cykluje mezi ER, Golgi a cytoplasmatickou membranou.
Retrogradni transport vackil na této urovni je fizen pomoci MTM6 a MTM9. V buiikach s defektnim
MTM6 nedochazi k recyklaci MIG14/Wls, protoZe se na membran¢ endozomul hromadi PI(3)P-vazebny
SNX3 (sorting nexin 3). Tento protein fidi transport MIG14/W1ls z endozomt do Golgi prostfednictvim
interakce s retromerovym komplexem, ktery je rovne€Zz nepostradatelny pro navrat MIG14/Wls do Golgi

(Silhankova et al., 2010; Harterink et al., 2011).

Mochizuki se na zaklad¢ vyskytu MTMR6 v IC a Golgi zaméfil na ulohu fosfatazy v Casné sekrecni
dréze. Snizeni hladiny MTMRG6 vedlo ke zrychleni transportu VSVG. Zaroven pozoroval, Ze snizena
hladina MTMR6 nebo RABIB vede k inhibici tvorby omegazomil, coz jsou utvary odvozené z
membrany ER v misté vysSiho vyskytu PI(3)P, které davaji vzniknout nékterym autofagozomutim.
Snizeni hladiny MTMR6 nebo RAB1B nezménilo pocet autofagickych bunék ve srovnani s buiikami
kontrolnimi (Mochizuki et al., 2013).

2.1.7. MTMRS
MTMRS je dalsim katalyticky aktivnim ¢lenem tieti podskupiny MTMR (Laporte et al., 2003). MTMRS

byl detekovan témét ve vSech tkdnich, nejvice v reprodukénich tkdnich, jicnu, nékterych castech tlustého
stteva a mocovém méchyti (Raess et al., 2017, databaze ,,Genotype-Tissue Expression®). Na rozdil od
MTMR6 vykazuje MTMRS vétsi aktivitu vaci PI(3)P, jehoz hladina v buiikdch transfekovanych
MTMRSE a MTMRY vyrazné klesa (Zou et al., 2012). MTMRS je evolu¢né mladsi nez MTMRG6 a zcela
chybi v genomu mysi a potkant (Raess et al., 2017). MTMRS se v buiikdch vyskytuje ve dvou
izoformach (Allen et al., 2020).

2.1.7.1.  Lokalizace MTMRS
Transfekovany MTMRS8 znaCeny na C-konci se nachazi predev§im v cytoplasmé, v oblasti

cytoplasmatické membrany a slaby signal je detekovatelny v oblasti Golgi. Exprese spole¢né s MTMR9
vede k ¢aste¢né zmeéné lokalizace MTMRS do vackovitych struktur (Doubravska et al., 2020).

2.1.7.2. Funkce MTMRS
Heterodimer MTMR8/MTMRO negativné ovliviiuje miru autofagie v bunikach a podili se na udrzovani

stability endolysozomalniho systému (Zou et al., 2012; Allen et al., 2020). Autofagie je vysoce
regulovany bunécny proces, ktery se ucastni formovani téla nove se vyvijejiciho jedince, vyrovnani se
buniky s hladovénim a udrzovani homeostazy prostfednictvim degradace intracelularnich komponent.
Proteiny, organely nebo makromolekularni komplexy jsou postupné obklopovany dvojitou lipidickou

membranou, ktera dava vzniknout samostatnému vacku, autofagozomu. Ten putuje k lysozomu a fuzuje
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s nim za vzniku autolysozomu. Degradovany néklad je nasledné uvolnén do cytoplasmy a nové vyuzit
pro anabolické déje (Yu et al., 2017). Spravny pribéh autofagie souvisi s hladinou PI(3)P. Soucasné
zvyseni exprese MTMR8 a MTMR9 vede ke snizeni hladiny PI(3)P a autofagie. Zou et al. detekovali v
téchto bunkach zvySenou hladinu p62 (Zou et al., 2012), proteinu monitorujiciho autofagii (Bjerkey et
al., 2005). Snizeni hladiny MTMRS nezptisobilo vyznamné zmény v hladiné p62. Po ,.knock-down”
(KD) MTMR9Y byla pozorovana zména v autofagii ve srovnani s kontrolnimi buitkami. Diivodem miize
byt schopnost MTMR interagujicich s MTMR9 se v nékterych bunéénych procesech zastupovat. Mohlo
by se jednat o MTMR?7, protoze RNAi MTMR6 nebo MTMRG6 spolecné s MTMRY nevede k vyrazné
zméné hladiny p62 (Zou et al., 2012).

Roli MTMRS v autofagii potvrdila i skupina Allen et al., ktera se dale zabyvala tlohou domén MTMR8
v tomto procesu. Pomoci metody CRISPR/Cas9 vytvotili linii bunék HeLa, ktera méla v doméné PTP
substituci cysteinu za serin vedouci ke ztraté fosfatazové aktivity MTMRS. Druha linie obsahovala
zkracenou doménu PH-GRAM. Ukazalo se, Ze strukturu lysozomalniho systému ovliviiuji obé domény
a maji ztejme vliv na miru degradac¢ni aktivity. Na rozdil od bunék WT byly ve vytvofenych bunéénych
liniich pozorovany vétsi autofagozomy vyskytujici se ve vy$$im poctu a lysozomy, kterych bylo naopak
méné. Kolokalizace markerti autofagozomu a lysozomu se zvysila. Vyraznéjsi zména fenotypu byla
pozorovana v pifipadé¢ bunécné linie exprimujici zkracenou doménu PH-GRAM, kterd lokalizuje
MTMRS na membrany obohacené PI(3)P. U bunécné linie nesouci neaktivni fosfatazu byla detekovana
vyssi hladina proteinu WIPI2 (,, WD repeat protein Interacting with Phospholnositides 2”), ktery se vaze
na PI(3)P na membréanu v ¢asné fazi vzniku autofagozomu, coz naznacuje dtlezitou roli defosforylacni

aktivity domény PTP MTMRS jiz v rané fazi autofagie (Allen et al., 2020).

Katalyticky aktivni MTMR jsou v antagonickém vztahu s kindzami, ¢imz je regulovana potiebna
hladina fosforylovanych substrati. MTMRS, jehoz hlavnim substratem je PI(3)P, ve spolupraci s PI3K,
producentem PI(3)P v eukaryotické bunce, reguluje modelovani aktinovych filament a vyvoj svalové
soustavy béhem embryogeneze u zebficky. Naruseni exprese MTMRS zptisobuje defekt v somitogenezi

(Mei et al., 2009) a ma vliv i na vyvoj cévniho systému a jeho specifikaci (Mei et al., 2010).

MTMR6 ma vyssi afinitu k PI(3,5)P, a MTMRS k PI(3)P, nicméné ob¢ fosfatazy vyuzivaji oba PIP. To
by mohlo naznacovat, Ze se tyto proteiny funkcné zastupuji. Po odkryti role MTMR6 v apoptdze (Zou
et al., 2009) se Zou et al. zabyvali tim, zdali tento proces reguluje i komplex MTMR8/MTMRY.

Nicméné v tomto piipadé¢ se redundance nepotvrdila (Zou et al., 2012)

Ackoliv byly vySe popsany prevazné odlisné dé€je, kterych se MTMR6 a MTMRS tcastni, je nutné
zminit, Ze se oba proteiny spole¢né¢ s MTMRO vyskytuji v oblasti sekretorické drahy a doposud se z

velké Casti neznamym zplisobem podileji na spravném prubehu transportu vacku.
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2.2. Transport vacki

V buiice probiha velice rozmanity a dynamicky transport. Cilem bunky je koordinovat veskeré kroky
pomoci velkého poctu molekul tak, aby se zachovala homeost4za a aby buiika byla schopna v ptipadé
pusobeni stresu vytvofit adekvatni odpovéd’. NaruSeni jemné regulovanych procest neziidka usti
v zavazna onemocnéni (Hutagalung a Novick, 2011). V diplomové praci zamefim pozornost na sekreci.
Ptedevsim pak na putovani vacku z ER do Golgi z pohledu rodiny RAB, které jsou nepostradatelnym

spojnikem jednotlivych kroki transportu.

2.2.1. RAB

RAB patii do velké nadrodiny GTPaz Ras (,,rat sarcoma”), které se vyznacuji malou molekulovou
hmotnosti. Poprvé byly identifikovany v krysim mozku a odtud prameni jejich oznaceni (,,rat brain”)
(Touchot et al., 1987). Zajistuji velké mnozstvi funkci na vSech firovnich bunééného transportu.
Variabilita je opatiena naborem efektor v jedine¢ny moment na specifické misto. Kromé toho jsou
schopné vazbou enzymi modifikujicich lipidy fidit vznik membranovych domén, podilet se na vysledné
identité a struktufe organel. RAB se vyskytuji v aktivni a neaktivni formé v zavislosti na vazbé
guanosintrifosfatu (GTP) nebo GDP. Pouze aktivni forma RAB-GTP rekrutuje efektory (Hutagalung a
Novick, 2011).

2.2.1.1.  Cyklus RAB
RAB v buiice cykluji mezi aktivnim stavem proteinu asociovanym s membranou a neaktivnim stavem
proteinu, ktery mizeme detekovat jak na membrané, tak v cytosolu (obr. 4). Zména lokalizace proteinu

a prechod do aktivni formy je vysoce regulovany proces, na kterém se podili mnoho proteint

(Hutagalung a Novick, 2011).
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Obrazek 4: Cyklus GTPdazy RAB. Nové syntetizovany RAB je rozpozndn eskortnim proteinem pro RAB a naveden
ke geranylgeranyltransferdze pro RAB. Ziskand geranylgeranyl kotva (Cervené) umoZriuje vioZzeni do membrdny,
kde je RAB aktivovdn (zelené) a vdZe efektory vykondvajici prislusné funkce. Neaktivni RAB je z membrdny vyrniat
prostrednictvim disociacniho inhibitoru GDP (GDI). Opétovné vloZeni do membrdny umoZzniuje “GDI-displacement
factor” (GDF). (Obrdzek inspirovdn (Hutagalung a Novick, 2011), vypracovdn v programu Biorender)
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Nové¢ translatovany protein neni schopen vazby s membranou. RAB je v této podobé vyhledan
eskortnim proteinem pro RAB (REP) (Alory a Balch, 2001), ktery ho doruci geranylgeranyltransferaze
pro RAB (RABGGT). RABGGT katalyzuje posttranslacni modifikaci. K RAB pfipoji na C-konec
obvykle dvé lipofilni geranylové podjednotky, které jsou schopné se stabiln¢ vkladat do membrany
(Hutagalung a Novick, 2011). RAB se stava substratem faktoru pro vyménu guaninovych nukleotid
(GEF), ktery je nezbytny pro plnou aktivaci RAB a podili se na lokalizaci jednotlivych ¢lent rodiny
RAB do spravnych kompartmentti (Hutagalung a Novick, 2011; Riedel et al., 2018; Joiner et al., 2021).
RABI1 je aktivovan proteinovou transportni ¢astici (,transport protein particle” - TRAPP). Tento
proteinovy komplex navic napoméha ukotveni membrany vacku prichéazejiciho z IC kompartmentu
k membrané cis-Golgi (Alory a Balch, 2001; Riedel et al., 2018). Aktivni RAB s navazanym GTP
interaguje s efektory. Nasledné¢ je GTP aktivni formy RABI1 hydrolyzovano proteinem
Tre2/Bub2/Cdc16 (TBC1D20), proteinem aktivujicim GTPazu (GAP) (Haas et al., 2007; Hutagalung a
Novick, 2011). RAB-GDP zlstavd vazany na membranu, kde se stava substratem pro disociacni
inhibitor GDP (GDI) (Sasaki et al., 1990), coz je protein, ktery se stejné¢ jako protein REP fadi do
nadrodiny GDI. Na rozdil od REP, GDI rozeznava prenylovany protein a vaze pouze RAB-GDP, ¢imz
zakryva hydrofobni prenylovou skupinu a zabraiuje vazbé na membranu (Alory a Balch, 2001). Po
vytazeni z membrany je neaktivni RAB drzen v cytosolu pomoci GDI, ktery brani opétovnému navazani
na membranu (Hutagalung a Novick, 2011). ,,GDI-displacement factor” (GDF) je molekularni
chaperon, ktery uvoliiuje RAB od GDI, ¢imz umoziiuje RAB se opétovné vazat na membranu (Sivars

et al., 2003). Pfesny mechanismus cileni RAB na specifickou membranu neni zcela znam.

2.2.1.2.  Struktura RAB
Vsechny RAB obsahuji na N-konci konzervovany motiv zvany globularni box, ktery je nezbytny pro
vazbu nukleotidu (NT) a hydrolyzu GTP. Na C-konci se nachazeji konzervované zbytky cysteinu
oznacované jako motiv CC, které jsou nepostradatelné pro vazbu proteinu na membranu, respektive jsou

mistem, kde dochazi k posttransla¢ni modifikaci, prenylaci (Yang ef al., 2016).

Konformace RAB je zavisla na NT, ktery je na néj navazan. Vyména GDP za GTP a nésledna hydrolyza
je jadrem funkce RAB jako molekularniho pfepinace. RAB-GTP a RAB-GDP se lisi strukturou, ¢imz
je zajisténo, ze se efektory vazou pouze na RAB-GTP. Misto vazajici NT je obklopeno tfemi
konzervovanymi motivy vazajici fosfat/hoi¢ik (PM1-PM3) a tfemi motivy, které rozeznavaji guanin
(G1-G3). Po vazb¢ GTP spolu PM motivy interaguji, coz vede ke stabilizaci proteinové oblasti zvané
»Sdwitch1” a ,,Switch2,” a RAB se nachazi ve své aktivni ,,zapnuté” konformaci. Po hydrolyze GTP
»Switch” oblasti ztraci rovnovazny stav a RAB je v neaktivni ,,vypnuté” konformaci (Pylypenko et al.,

2017).

2.2.1.3. MTMR jako efektory RAB
Sirokou paletu efektortit RAB reprezentuji i MTMR. Uzka provazanost mezi témito proteinovymi

rodinami nespociva pouze ve funkcni spojitosti s PIP, ale je moZné pozorovat i pfimou souvislost mezi
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aktivitou nékterych RAB a MTMR. RAB vyzaduji pro svou funkci protein GEF, jak bylo zminéno v
textu vySe. Nékteré MTMR obsahuji doménu, kterd vykazuje aktivitu proteini GEF a RAB aktivuje
(Yoshimura et al., 2010; Jean ef al., 2012). Bylo popsano, ze na tvorbé komplexu MTMR s RAB se
podileji domény PH-GRAM (Mochizuki et al., 2013) nebo PTP (Sawade et al., 2020).

MTMRS a MTMR13 nesou doménu DENN (,,Differentially expressed in normal cells and neoplasia”),
ktera slouzi jako GEF pro RAB28 (Yoshimura et al., 2010). Katalyticky neaktivni MTM oznacovany
v octomilce jako SET vazebny faktor (,,SET binding factor” - SBF) je zodpovédny za aktivaci RAB21
vyskytujiciho se na membranach endozomalniho systému. Zaroven udrzuje spravnou hladinu PI(3)P
prostfednictvim naboru katalyticky aktivnich fosfataz a interakci s kinazami. Souhra katalyticky
aktivnich a neaktivnich MTMR s Rab21 kontroluje membranovy transport na tirovni endozomalni drahy

(Jean et al., 2012).

MTMRI13 je efektorem také RAB35. MTMR13 interaguje s RAB35 prostfednictvim domény PTP.
Asociace by mohla byt ovlivnéna také doménou DENN. MTMR 13 se vaze na MTMR?2 a spole¢né tidi
myelinizaci. Predstava o uloze tohoto proteinového komplexu vychazi z popsanych myelinovych
abnormalit zptisobenych vychylenim hladiny PIP. RAB35-GTP asociuje s MTMR13, ktery tvoii
tetramer s MTMR2 na intracelularnich membranach. Katalyticky aktivni fosfatiza MTMR2
defosforyluje PI(3)P a PI(3,5)P,, ¢imz reguluje jejich hladinu v bunice. Tyto PIP jsou také jedny
z moznych aktivatorti komplexu mTORCI. Naruseni exprese MTMR2, MTMR 13 nebo Rab35 vede ke
zvyseni hladiny PIP, coz zptusobuje nadmérnou aktivaci mTORCI1. Hyperaktivace mTORCI je téz
spojovana se vznikem myelinovych abnormalit podobnym tém, které se vyskytuji u jedinct s Charcot-
Marie-Tooth syndromem nebo byly pozorovany u modelovych organismii s deletovanym MTMR2 nebo

MTMR13 (Sawade et al., 2020).

Spoluprace mezi RAB11 a MTMI je nezbytnd pro recyklaci pohlceného nakladu zpét na
cytoplasmatickou membranu. RAB11-GDP je ukotven v membrané ¢asného endozomu, kde pro svou
aktivaci vyzaduje PI(3)P syntetizovany PI3K-C2a. Cinnosti GEF vznikd RAB11-GTP, ktery rekrutuje
MTMI1 na membranu. MTMI snizuje hladinu PI(3)P, coZ je nezbytné pro odstfizeni vacku s nakladem
od donorové membrany ¢asného endozomu a jeho putovani k recyklaénimu endozomu (Campa ef al.,

2018).

PH-GRAM doména MTMRG6 zprostiedkovava slabé vazebné interakce preferenéné s RAB-GDP.
MTMRG6 je pravdépodobné pomoci RABIB-GDP lokalizovan na membranu, kde defosforyluje
PI(3,5)P». Po aktivaci RAB1B je MTMRG6 uvolnén zpét do cytosolu. Snizeni hladiny MTMR6 s RAB1B
v burnice pomoci RNAi vedlo k naruSeni remodelace membrany ER pfi vzniku omegazomii (Mochizuki

etal.,2013).
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2.2.2. RAB1A a RAB1B
RABI1 je prvnim popsanym ¢lenem rozsahlé rodiny malych GTPaz RAB. Nejprve byl detekovan

v kvasinkdach jako kvasinkovy transportni protein 1 (Yptl), ktery je nezbytny pro rtst bunék. Naruseni
hladiny proteinu v buiice vedlo k zastaveni déleni bunék, ztrat€ integrity sit¢ mikrotubulil a jadra. Pti
expresi mutantniho proteinu vznikaly buiiky se dvéma jadry a abnormalnim délicim vieténkem. Pro

enzymatickou funkci proteinu je nutné navazani GTP (Schmitt ef al., 1986).

Nedlouho poté byly izolovany homology Yptl v sav¢ich buikach, konkrétné RAB1A a RAB1B, které
maji identickych 92 % sekvence (Touchot ef al., 1987; Vielh et al., 1989). Detekce izoforem RAB1 u
vice nez 150 organismi ukazuje na evoluéni konzervovanost tohoto proteinu (Yang et al., 2016). RAB1
je nepostradatelny pro regulaci casné faze sekretorické drahy (Plutner et al., 1991). Pokusy o vytvoreni
dvojitého ,.knock-out” (KO) pro gen RABIA a RABIB byly u psich ledvinovych buné¢k Madin-Darby
(MDCK) neuspésné. Bunky s deleci RAB1A nebo RAB 1B byly zivotaschopné. Tyto vysledky naznacuji,
ze je RABI nezbytny pro preziti MDCK bungk a Ze jsou izoformy redundantni (Homma et al., 2019).

Inaktivni forma RAB1 se nachazi v cytoplasmé. Aktivni forma lokalizuje do urcitych membranovych
struktur, kde vykondva svou funkci (Hutagalung a Novick, 2011). Na membranach dochazi
pravdépodobné k jejich velice rychlému obratu (Monetta et al., 2007). Krom¢ ER, IC a Golgi (Martinez
et al., 2016) byl detekovan i v autofagozomech (Zoppino et al., 2010) a lipidovych raftech (Wang et al.,
2010).

2.2.2.1. RABI v signalizaci

Bunécéné organely jako je ER nebo Golgi hraji vyznamnou roli v signalizaci. RABI1, jakozto hlavni
regulator transportu na trovni ER a Golgi, se bunécné signalizace G€astni (Yang et al., 2016). RABI se
podili na aktivaci signalizace mTOR (,,mammalian target of rapamycin”), hlavniho senzoru hladiny
zivin v bunice (Thomas et al., 2014; Sawade et al., 2020). Dale bylo publikovano, Zze RAB1 ovliviiuje
signalizaci Notch prostfednictvim geranylgeranyltransferazy RABGGT. V pfipad¢ poskozeni funkce
RABGGT nedochazi k asociaci RAB na membranu bunéénych kompartmentt. Jelikoz protein GEF
katalyzuje pouze substraty asociované s membranou, nemuze byt RAB pieveden do aktivni formy, neni
schopen vazat efektory a regulovat procesy v bunce. Regulace ¢asné sekretorické drahy je narusena a
proteiny Delta a Scabrous, které jsou nezbytné pro spravny pribéh signalizace Notch, nejsou dopraveny

na piislusné misto a signalni draha je poSkozena (Charng et al., 2014).

Dalsi piiklad, ktery prezentuje nezbytnost spravného pribcéhu casné sekretorické drahy a regulace
prostiednictvim RABI, se tykd rodiny integrint.. Integriny zajiStuji vazbu bunky na proteiny
extracelularni matrix, ¢imz ovliviiuji adhezi a migraci bun€k. Inhibice RABI1 snizila adhezi bun¢k
zavislou na integrinech. V lipidovych raftech bylo detekovano méné integrinu beta 1 a jeho recyklace

na plasmatickou membranu byla snizena (Wang et al., 2010).
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2.2.2.2.  RABI v autofagii
Jelikoz se RAB1 vyskytuje mimo jiné v ER (Plutner et al., 1991) a autofagozomy se mohou formovat

na membrané této organely v misté bohatém na PI(3)P (Axe et al., 2008), zabyvali se Zoppino et al. tim,
zdali ma RABI roli v autofagii. V buiikach se zvySenou hladinou RABIB nebo jeho konstitutivné
aktivni formy se vyskytoval vét§i pocet autofagozomil, coz by mohlo byt zplsobeno nadmérnou
produkci autofagozomil nebo inhibici jejich zaniku po fzi s lysozomem. JelikoZ se po pfidani inhibitoru
degradace autofagozomi jesté zvysSila hladina téchto organel, da se predpokladat, ze zvySend hladina
RABI1B zptisobila vyssi tvorbu aufagozomili a RABI je pozitivnim regulatorem (Zoppino et al., 2010).
Mochizuki et al. potvrdili vliv RAB1B na autofagii. RAB1B zfejmé reguluje autofagii v ¢asné fazi, kdy

dochazi k tvorb&é omegazomil (Mochizuki et al., 2013).

1.2.3 RABI1 v ¢asné fazi sekretorické drahy

RABI1 je molekulou, ktera doprovazi témer kazdy krok ¢asné sekretorické drahy. Vaze velké mnozstvi
efektort, které svou aktivitou reguluji transport nove vzniklych proteinii z ER do Golgi (Plutner et al.,
1991). RABI zajist'uje uvolnéni nakladu z ERES (,,ER exit site”’) (Westrate et al., 2020), jeho putovani
v intermedidlnim kompartmentu (IC) (Sannerud et al., 2006; Marie et al., 2009), fuzi vacku s

membranou cis-Golgi (Moyer et al., 2001) i transport uvniti Golgi (Plutner et al., 1991) (obr. 5).
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Obrdzek 5: RAB1 je nepostradatelny pro sprdavny priibéh éasné sekretorické drahy. RAB1 (zelené) Fidi na
membrdné ER uvolnéni ndkladu z oblasti ERES (,ER exit site”) definované podjednotkami COPII (,coat protein
complex II”) (Zluté). Reguluje transport vdcki pres intermedidlni kompartment (IC) k membrdné cis-Golgi.
Zajistuje fuzi vacku s cilovou membrdnou a transport ndkladu smérem k trans-Golgi. RAB1 je nezbytny pro sprdvné
skladani plasté z COPI (coat protein complex 1) (Cervené) podjednotek. Struktura a proteinové sloZeni IC neni
detailné popsdno, proto je ve schématu zndzornéno vice typl vdckd, které mohou do IC vstupovat nebo ho
opoustét. (Obrdzek vypracovdn v programu Biorender)

22.23. ER

ER je rozsahla sit’ kontinualn€ propojenych tubulii a cisteren. ER ptechazi z jaderné obalky, tvoii hladké
a drsné ER a v oblasti kontaktu s jinymi organelami nebo plasmatickou membranou vznikaji specifické
domény. Dochézi v ném k mnoha d&jim zahrnujicim regulaci hladiny Ca* uvniti bun&k, syntézu lipidi
nebo syntézu a Gpravu proteinti (Phillips a Voeltz 2016). Nov¢ syntetizované proteiny uréené k sekreci

jsou tfidény a akumulovany ve specializované doméné ER, ERES, charakterizované ptitomnosti
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podjednotek COPII (,,coat protein complex I1’), odkud jsou ve vaccich transportovany pres IC do Golgi

a dale k cytoplasmatické membrané (Westrate et al., 2020).

2.2.23.1. ERES
RABI lokalizuje do ERES oblasti s proteiny COPII jiz béhem casné faze sekretorické drahy (Plutner et

al., 1991). Podle Westrate et al. se pravdépodobné vyznamné nezapojuje do tfidéni a akumulace proteinii
urcenych pro sekreci z ER, k ¢emuz dochazi i v buiikach s dominantné negativnim RAB1. Nicméné je
zcela nezbytny pro uvolnéni nakladu z ER a jeho putovani smérem ke Golgi. Vacky obsahujici naklad
z ER jsou pozitivni na pfitomnost RAB1. V pfipadé dominantn¢ negativnich mutanti RAB1 se naklad
akumuluje v ERES, ale k jeho transportu napiic sekretorickou drahou nedochazi (Alvarez et al., 2003;

Westrate et al., 2020).

2.223.2. COPII
Podjednotky komplexu COPII byly dlouhou dobu vnimany jako proteiny charakterizujici vacky putujici

z ER anterogradnim smérem k IC (Zeuschner et al., 2006). Plast COPII je tvoten ze dvou proteinovych
komplext. Vnitini ¢ast, kterd zajistuje selekci nakladu, je tvofena komplexem Sec23/24. Ten je
rekrutovan GTPazou Sarl. Vnéjsi Cast je charakterizovana komplexem Sec13/31, ktery mize
polymerizovat a vytvotit osmisténné klece. Dochazi k zakfiveni membrany a nové vznikajici vacek puci
z ERES (Fath et al., 2007). S pfichodem rychlejsich a citlivéjsich metod se zaCaly objevovat protichtidné
modely uvolnéni nakladu z ER. Westrate et al. popsala transport sekretovanych proteinii manozidazy 11
a TNF alfa (,,tumor necrosis factor alfa”) z ER ve vaccich, které komponenty proteinového komplexu
COPII neobsahuji. Ukazala, ze komponenty COPII ziistavaji stabiln¢ asociované s ER i po uvolnéni
nakladu z ER. Staly vyskyt te€chto proteinti v ERES miize byt disledkem adaptace zivo¢isné bunky na
vysoce dynamickou sekreci noveé syntetizovanych proteinti (Westrate ef al., 2020). Nicméné prevladaji
studie, které ukazuji, ze se naklad uvoliuje z ER ve vaccich pozitivnich na komponenty COPII, které

putuji ptes IC do Golgi (Kaiser a Schekman, 1990; Zeuschner et al., 2006; Johnson ef al., 2015).

Experimenty nejprve ukézaly, Ze mutant RAB1 s narusenou schopnosti vazat NT neovliviiuje
komponenty COPII Secl13/31 v ERES. Ani u ostatnich podjednotek komplexu COPII nebyla
pozorovana zmeéna lokalizace (Alvarez et al, 2003). Pozdéji bylo popsano naruSeni lokalizace
komponent COPII v oblasti ERES pfiléhajici ke Golgi vlivem exprese dominantné negativniho RAB1
nebo GAP pro RABI, ktery lokalizuje na membranu ER (Haas er al., 2007). Nicméné v poslednim
publikovanych datech vliv RAB1 na skladani plasté z podjednotek COPII popsan nebyl. Westrate et al.
s vyuzitim vysoce rezolu¢nich mikroskopickych technik popsala lokalizaci RABIB do ERES
v momenté, kdy se zde jiz vyskytuji stabilni oblasti bohaté na COPII, ve kterych dochazi ke

shromazd’ovani nasyntetizovanych proteinii nezavisle na RAB1B (Westrate et al., 2020).
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2224, IC

IC je systém propojenych vacki a tubuld, ktery se nachazi na rozhrani mezi ER a Golgi (Fan ef al.,
2003). Ackoliv byl IC detekovan jiz pfed dlouhou dobou, jeho ptivod, struktura a mnohé funkce

zustavaji stale nejasné a je na né€j nahlizeno z riiznych smért (Saraste a Marie, 2018).

Velmi vyznamnym posun znalosti ohledné IC znamenalo predstaveni nové metody, ktera umoziovala
vizualizovat synchronizovany transport pomoci sekretovaného VSVG-GFP (,,Vesicular stomatitis virus
G protein”) (Presley et al., 1997). Teplotné senzitivni mutant VSVG (VSVG ts045) se pii 40 °C hromadi
v ER v dusledku $patného sbaleni proteinu. SniZzenim teploty na 32 °C protein zaujme spravnou
konformaci, je z ER uvolnén a putuje ke Golgi (Beckers et al., 1987). VSVG se po opusténi ER
koncentruje ve vaccich, které vytvari samostatné struktury pohybujici se pomoci molekularnich motort
podél mikrotubuldrni sité¢ smeérem ke Golgi, a které ¢asto vytvareji protahlé struktury. Naklad prekonava
i delsi vzdalenosti mezi periferné umisténymi ERES a perinuklearné lokalizovanym Golgi (Presley et

al., 1997).

Membrana IC je vyznamné obohacena RAB1. RABI kolokalizuje s ERGICS53 (,,ER-Golgi intermediate
compartment 53 kDa protein”) (Saraste et al., 1995), markerem IC (Schweizer et al., 1988). Udrzovani
ur¢ité dynamiky mezi vezikularnimi a tubularnimi strukturami IC, jejich vznik a specifické funkce jsou
pravdépodobné regulovany RAB1 ve spolupraci s dal$imi proteiny jako je napiiklad komplex COPI
(,,coat protein complex I”’). NaruSeni exprese RAB1A mize zpasobit rozpad IC (Alvarez et al., 2003;

Haas et al., 2007).

2.2.24.1. Modely IC

Na zakladé mikroskopického pozorovani transportu vacki v zivych savcich buinikach vznikly tfi modely
IC. VSechny modely se shoduji v lokalizaci IC uvnitt butiky. Co se tyce zptisobu vzniku, zaniku a presné

funkce IC v ramci ¢asného transportu se od sebe lisi (Saraste a Marie, 2018).

Model, ktery byl ustanoven jako prvni vychazi ze studie, ve které bylo predstaveno pozorovani
transportu pomoci jiz zminéného fluorescenéné znaceného VSVG. IC v ném funguje jako prenasec
nakladu s omezenou Casovou pusobnosti, podle toho je oznaCovan jako model pfechodny. IC se
kontinualné tvoii v blizkosti ERES. Shluky vackl a tubulti zde vznikaji prostfednictvim flaze typoveé
stejnych vack COPII odvozenych od ER. Nové vzniklé struktury IC se pohybuji smérem ke Golgi, kde
splyvaji s cis oblasti. IC se v tomto misté spotfebovava a zanika (Presley et al., 1997; Saraste a Marie,
2018).

Dalsi model popisuje IC jako stabilni kompartment. Opira se o studii Tekaya et al., ktery pomoci
mikroskopovani zivych bunék HelLa pozoroval lokalizaci fluorescenéné znaceného ERGICS3. Signal
detekoval predevsim v blizkosti ERES ve stacionarnich strukturach, kde dochazi k tfidéni nakladu
putujiciho anterogradnim i retrogradnim smérem. V mensi mite se také vyskytuje v kratce existujicich

pohyblivych utvarech na periferii. Komunikace IC s ER a Golgi je zprostiedkovana vysoce mobilnimi
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nosici odlisného piivodu. Pro blizsi poznani dynamiky ERGIC53 byly buiiky oSetfeny H89 (isochinolin
sulfonamid) (Ben-Tekaya et al., 2005), inhibitorem kinaz, ktery blokuje transport na tGrovni ¢asné
sekretorické drahy (Lee a Linstedt, 2000) a zptsobuje pfesun GFP-ERGIC53 do ER (Ben-Tekaya et al.,
2005). H89 narusi transport z ER do Golgi prostfednictvim zabranéni vazby Sarl na membranu, ktery
je nepostradatelny pro vystavbu plasté COPII (Aridor a Balch, 2000). Dale H89 naruSuje retrogradni
transport mezi Golgi a ER pomoci inhibice protein kinazy A, coz vede k akumulaci vackii na membrané
Golgi, které se od ni ziejmé nemohou odsttihnout (Tenorio ef al., 2015). GFP-ERGIC53 se akumuluje
v ER, vacky ztraceji fluorescenéni signal a zastavuji se. Po odstranéni inhibitoru H89 se objevuje
fluorescencni signdl ERGIC53 soucasné na periferii buiiky a v Golgi. Obnoveni signalu v Golgi diky
pohybu perifernich elementi nebylo pozorovano. Periferni IC struktury a Golgi ziskaly ERGIC53 z ER
nezavisle na sob€. Proto vznikla ptedstava IC jako stacionarniho kompartmentu s konstantnim poctem
tubulovezikularnich klastrti, které se vyskytuji v oblasti kolem ER. Vacky COPII odvozené od ER
nejprve podstupuji heterotypickou fizi se stabilnim IC a nasledné se z IC odd€luji jiné anterogradni
nosice, které dopravi naklad do cis-Golgi, se kterym fazuji (Ben-Tekaya et al., 2005; Saraste a Marie,
2018).

Nejnovejsi model vypracovany Saraste et al. vznikl spojenim dvou pfedchozich modelt a zahrnuje dvé
populace IC s odliSnou dynamikou. Je zalozeny na pozorovani RAB1 v NRK (,,normal rat kidney
epithelial cells”) buiikdch (Saraste et al., 1995). RABI je jeden z markerid IC. Byl pozorovan jak na
stabilnich strukturach, které se ¢asem prodluzuji a ziskavaji pohyblivost, tak na vysoce pohyblivych
strukturach, ze kterych se odstépuji vacky putujici do Golgi nebo na periferii. Posledni model popisuje
IC jako systém vackt zodpovédnych za prenos nékladu z ER do Golgi, ktery je soucasné tvofen
dynamickou a stacionarni Casti (Saraste a Marie, 2018). Model zahrnuje poznatky o

variabilité morfologie a chovani jednotlivych IC elementd (Sannerud et al., 2006; Marie et al., 2009).

22242, Struktura IC

IC je pravdépodobné tvoren nékolika populacemi, které se liSi tvarem, slozenim, dynamikou a
umisténim (Ying et al., 2000; Sannerud et al, 2006). Odlisnd sedimentace kompartmentl v
iodixanolovém gradientu odhalila dvé populace IC s rliznym zastoupenim RAB1 a p58 (potkani
homolog ERGICS53). Pomalu sedimentujici frakce tvofend tubularnimi strukturami IC obsahuje dvé
tretiny celkového mnozstvi membranové vazaného RABI1. V rychle sedimentujici frakci je pfitomna
populace globularniho IC obsahujici vice jak dvé tretiny celkového mnozstvi pS8/ERGICS3.
Mikroskopie zivych buné€k odhalila, Ze z globularniho IC puci a oddé€luje se tubularni IC (Sannerud et

al., 2006).

Dalsi populaci IC obsahujici pS8 a RABI jsou protahlé struktury oznafené jako pericentrozomalni
domény IC (pclIC). Vyskytuji se v nékterych aktivné se délicich buiikach kolem centrozomu (Marie et
al., 2009). Ukotveni pclIC v blizkosti centrozomu je zprostfedkovano proteiny s doménou ,,coiled-coil”,
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které zajistuji stabilni pfipojeni cis-Golgi k minus konci mikrotubuld (Walenta et al., 2001). pclC
obsahuje nékteré enzymy charakteristické pro Golgi, ale morfologie se 1isi. Podjednotky komplexu
COPI detekované v pclC a na membrané Golgi jsou rozdilné. Oddelenim rozsitujiciho se pclC pfi
pohybu nebo déleni bun€k nedochazi k naruSeni integrity Golgi. Nové vzniklé pclC se neustale pretvari

(Marie ef al., 2009).

2.2.2.4.3. Funkce IC

IC je autonomni kompartment, ktery vytvaii pomyslnou spojku mezi ER a Golgi. Obsahuje proteiny
RAB, komponenty plastt, molekularni motory a proteiny fidici vznik a fuzi vacka s cilovou
membranou, které reguluji tfidéni a transport proteinti jak anterogradnim, tak retrogradnim smérem. IC
hraje roli v bunécné signalizaci, autofagii (Saraste a Marie, 2018) a transportu nezavislém na Golgi

(Marie et al., 2009).

Globularni IC je pravdépodobné dulezity pro obousmérny transport mezi ER a Golgi (Sannerud et al.,
2006), coz vysvetluje ptitomnost noveé syntetizovanych proteinti (Presley et al., 1997), ERGIC53 a v
nékterych vaccich komponent COPI (Sannerud et al., 2006).

Dynamické tubularni IC tvoii drdhu spojujici centralni IC s periferii. V tubularnim IC v neuritech
polarizovanych bun¢k PC12 (bunky odvozené z feochromocytomu diené nadledvin potkanti pomoci
nervového ristového faktoru) nebyly detekovany efektory RABI, napiiklad p115 a GM130. Tato
populace IC pravdépodobné funkéné pifimo nesouvisi s transportem mezi ER a Golgi. Autofi ¢lanku
navrhuji, Ze je tato doména IC zapojena do biogeneze a dynamiky hladkého endoplasmatického retikula
(,,smooth endoplasmic reticulum” - SER) (Sannerud et al., 2006). IC obsahuje Ca**ATPazu a
kalretikulin (Ying et al., 2002) charakteristicky pro SER neuront. Pfi frakcionaci bunétného
supernatantu v iodixanolovém gradientu pozorovali piekryv mezi klicovym enzymem pro biosyntézu
cholesterolu, 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazou, ke které¢ dochdzi v
SER, a periferni populaci IC obsahujici RAB1 (Sannerud et al., 2006).

Pomoci transferinu, reportéru pro endocytické recyklovani, byla popsédna komunikace mezi pclC a
recyklacnim endozomem, ktery se také vyskytuje v oblasti centrozomu a je stejné jako pclC rezistentni
vici BFA. V buiikach oSetfenych BFA transferin vyuziva drahu IC fizenou RAB1A, aby se dostal na
plasmatickou membranu. Nizs§i pH v lumen pclC by mohlo usnadiiovat jeho funkci v tfidéni a recyklaci
(Marie et al., 2009). Tyto kompartmenty jsou pravdépodobné propojeny transportem membranovych
struktur. Souvislost mezi pcIC a endozomalnim systémem naznacuje i1 aktivace RAB1 (marker IC) a
RABI11 (marker endozomalniho systému), ktera je zprostfedkovana komplexem TRAPP (tj. GEF)
(Yang et al., 1998). Jedna z podjednotek TRAPP lokalizuje do struktur rezistentnich vici BFA, kterym
pravdépodobné odpovida pcIC a recykla¢ni endozom (Yu et al., 2006; Marie et al., 2009).
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Propojeni IC s plasmatickou membranou bylo také pozorovano pfi transportu nove syntetizovaného
proteinu CFTR (,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”) nebo cholesterolu. Transport
cholesterolu pretrvava i v bunikdch oSetfenych BFA, ve kterych se Golgi rozpada. Néktery naklad na
cesté k cytoplasmatické membrané mize vyuzit méné popsanou alternativni drahu, kterd Golgi obchazi

(Sannerud et al., 2006, Marie et al., 2009).

2.2.2.5. COPI
Proteiny komplexu COPI byly charakterizovany jako hlavni hraci retrogradniho transportu z Golgi do

ER a anterogradniho transportu mezi cisternami Golgi (Orci et al., 2000; Ishii et al., 2016). Dale se
prokézala spoluticast proteinti COPI na anterogradnim transportu z IC do cis-Golgi. Ukazalo se, Ze se
v savCich buiikach vyskytuji nejméné tfi typy biochemicky rozdilnych plastti COPI, které asociuji s
Golgi, IC a pcIC a které disponuji ¢aste¢né odlisSnymi vlastnostmi. Komponenty COPI jsou zapojeny

nejen do transportu na trovni ¢asné sekretorické drahy, ale také do recyklacni drahy (Marie ef al., 2009).

Proteiny COPI preferencné lokalizuji do oblasti Golgi a IC. Na rekrutovani komplexu COPI na
membranu Golgi a IC se podili mnoho proteinti. St€Zejnim a dobfe popsanym regulatorem vzniku plasteé
COPI je ARF1 (ADP-ribosylacni faktor 1), jehoz aktivita je fizena GEF proteinem GBF1 (,,Golgi-
specific BFA resistance factor 1”°). ARF1 s GBF1 jsou dtlezité pro zakfiveni membrany prostfednictvim
komplexu COPI, tvorbu a odstfizeni vacku od membrany donorového kompartmentu smétujiciho do
ER (Beck et al., 2011). Tyto proteiny reguluji i dal$i bunécné procesy, mezi které patii endocytdza
nezavisla na klathrinu (Gupta et al., 2009), metabolismus lipidovych kapének (Beller ef al., 2008) nebo
spravné umisténi Golgi (Yadav et al., 2012a; Kaczmarek et al., 2017). Regulace odlisnych funkci v
riznych ¢astech buiiky jednim proteinovym komplexem je pravdépodobné zajisténa specifickym
umisténi v daném case. To je v buiice ve velké mife definovano lipidovym slozenim membran a

pritomnosti proteinti rodiny RAB (Hutagalung a Novick, 2011).

Lokalizace COPI je ovlivnéna ¢innosti RAB1B a jeho efektory. Exprese neaktivni formy RABIB s
nizkou schopnosti vazat GTP i GDP (RAB1B-N121I) zpisobuje disociaci podjednotky beta-COP z
membran. RAB1B ovliviiuje skladani plaste COPI prosttednictvim ARF1 a GBF1 (Alvarez et al., 2003).
RABI1B-GTP, ktery pfimo interaguje s GBF1, je zfejm¢ nezbytny pro vazbu GBF1 na membranu a
stabilizuje ARF1 na Golgi (Monetta et al., 2007). Do vystavby plasté COPI je zapojen i dalsi z efektorti
RABI, kterym je protein p115 (Guo a Linstedt, 2014). P115 je jeden z ukotvujicich faktort (tzv. tethers),
ktery reguluje prepravu vackt z ER do Golgi a mezi jednotlivymi cisternami Golgi pod dohledem RAB1
a je dulezity pro udrzeni struktury Golgi (Nelson et al., 1998; Allan et al., 2000; Guo a Linstedt, 2014).
Inhibice p115 zpusobuje relokalizaci RAB1B do cytoplasmy, coz v koneéném dusledku zabranuje
asociaci beta-COP s membranou Golgi. Detailngjsim zkoumani vlivu pl15 na cyklovani RABIB
ukazalo, ze p115 podporuje uvolnéni RABIB z vazby s GDI. To naznacuje, Ze by p115 mohl byt GDF
pro RAB1B v oblasti IC nebo cis-Golgi (Guo a Linstedt, 2014)
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2.2.2.6. Golgi

Golgi se v sav¢ich buiikach vyskytuje jako soubor obvykle 3-9 cisteren, které jsou po stranach vzajemné
propojeny. Vytvaii kontinudlni prostfedi membranové kompartmentu, které je asto popisovéano jako
centrum sekretorické drdhy. Pozice Golgi v blizkosti centrozomu specifikuje smér transportu
sekretovanych proteinti (Puthenveedu et al., 2006). Naklad vstupuje do oblasti cisteren nazyvané cis-
Golgi (Plutner et al., 1991). V Golgi dochazi k fad¢€ posttranslacnich modifikaci, které jsou nezbytnou
soucasti procesu syntézy proteini. Mohou ovliviiovat funkei proteinu, jeho stabilitu, aktivitu i vyslednou
lokalizaci (Puthenveedu ef al., 2006). Transport napfi¢ organelou ¥idi RAB1. Cinnosti jeho efektori se
naklad dostava do oblasti trans-Golgi. Z tohoto mista putuje naklad ve vaccich smérem k povrchu buiiky

(Plutner et al., 1991).

2.2.2.6.1. Struktura Golgi
Charakteristicka struktura Golgi je znama jiz od konce 19. stoleti, kdy ji poprvé popsal Camillo Golgi

(Golgi, 1898). Vznik a udrzovani sité Golgi cisteren je komplexni proces, do jehoZz regulace je zapojen
velky pocet molekul. Puthenveedu et al. pozorovali formovani Golgi prostfednictvim specifické fuze
membran. Mezi prvnimi identifikovanymi proteiny, které jsou nepostradatelné pro spravnou funkci
Golgi, byly GM130 a GRASP65 (,,Golgi reassembly-stacking protein of 65 kDa”) (Puthenveedu et al.,

2006). Dnes je znama cela fada molekul regulujicich strukturu Golgi.

2.2.2.6.2. Regulace struktury Golgi
Na udrZeni struktury Golgi se podileji proteiny zapojené do regulace ¢asné sekretorické drahy. Z velké

¢asti ji stanovuje rodina RAB a jeji efektory, nebot’ maji naprosto zasadni tlohu pii prepravé nakladu v
bunice. V piipadé preruseni transportu mezi ER a Golgi, Golgi ztraci svoji charakteristickou strukturu

(Alvarez et al., 2003; Haas et al., 2007; Guo a Linstedt, 2014; Liu et al., 2017).

Cytoskelet a jeho molekularni motory udrzuji strukturu a umisténi Golgi. Nokodazol zptsobuje
depolymerizaci mikrotubulli a rozpad Golgi (Corthésy-Theulaz et al., 1992; Cole et al., 1996).
Molekularni motor dynein se pohybuje po mikrotubulech k minus konci, ktery je ukotven v centrozomu
tvofeném gama tubulinem, ¢imz se podili na umisténi Golgi v tésné blizkosti centrozomu (Yadav et al.,
2012b). Dynein asociuje s membranou cis-Golgi pfedevsim prostiednictvim homodimerického ,,coiled-
coil” proteinu golgin160 (Hicks a Machamer, 2002) za ucasti GTPazy ARF1 a zajistuje nepfetrzity
pohyb organely k centru buiiky (Yadav et al., 2012b). Aktinova mikrofilamenta jsou také dilezita pro
strukturu a lokalizaci Golgi. Naruseni aktinového cytoskeletu cytochalasinem D vede k zahusténi Golgi
(Valderrama et al., 1998). V bunkach s deletovanym myosinem IC (MYOI1C), ktery se vyskytuje na
dynamickych strukturach kolem Golgi kolokalizujicich s aktinem, dochazi k rozvolnéni a rozpadu
Golgi. Capmany et al. navrhuji, Ze by MYO1C mohl stabilizovat aktin na Golgi a tim usnadnit dopravu
vacku do Golgi (Capmany et al., 2019).

V pribéhu faze G2 a mitézy dochazi k regulované fragmentaci Golgi, ktera je zprostfedkovana

fosforylaci urcité skupiny proteinti asociovanych s Golgi pfedevsim prostfednictvim cyklin-dependentni
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kinazy 1 (CDK1) a ,,polo-like” kinazy 1 (PLK1) (Wang et al., 2003). K rozpadu Golgi dochazi dvéma
cestami. Prvni se dé&je prostfednictvim zabranéni fuze vacki COPI s membranou Golgi a jejich
akumulaci v mitotickém cytosolu (Warren et al., 1995). P115 se v interfazi vaze na protein GM130,
efektor RAB1 (Weide et al., 2001), a lokalizuje do cis-Golgi. Jeho aktivita je nezbytna pro udrzeni
struktury této organely (Puthenveedu et al., 2006). Stejné jako p115 patii mezi kotvici proteiny a fidi
fizi membrany vackl putujicich z ER s membréanou cis-Golgi (Nakamura ef al., 1995). Béhem mitozy
je GM130 fosforylovan, p115 se nemlize vazat na jeho N-koncovou doménu a je zastaven transport a
fuze vackt s membranou cis-Golgi (Nakamura et al., 1997). Timto zptisobem je zajistén rozpad vice jak
poloviny membran Golgi. Zbytek membran se pretvaii v nejednotnou sit’ tubulil a vacku, které jsou vetsi
nez ty, které vznikaji prvni cestou (Warren et al., 1995). Golgin160 se odpojuje od membrany Golgi,
ktera ztraci kontakt s mikrotubuly a mize se rovnomérné rozptylit po cytosolu (Yadav et al., 2012b).
GRASPS55 a GRASP65 jsou ukotvujici proteiny, které se podileji na soudrznosti cisteren Golgi. Behem
faze G2 a mitdzy kinaza JNK2 (,,c-Jun N-terminal kinase 2”’) fosforyluje GRASP65 a kindza ERK2
(,,Extracellular signal-regulated kinase” 2) fosforyluje GRASPSS, coz zabrani tvorb¢é oligomerd a
cisterny Golgi ztraci pospolitost (Cervigni ef al., 2015). Fragmentace Golgi je také proces doprovazejici
apoptdzu. Stejné jako béhem mitézy dochazi k rozkladu Golgi na jednotlivé vacky. Proteiny Golgi jsou

pomoci kaspaz $tépeny (Mukherjee et al., 2007).

2.2.2.6.3. Struktura Golgi a neurodegenerativni onemocnéni
Naruseni struktury Golgi bylo detekovano u zdvaznych neurodegenerativnich onemocnéni, kdy dochézi

k rozpadu Golgi mimo bunécny cyklus. Mutace v n€kterych proteinech nebo piisobeni stresu muze
zpiisobit zménu struktury Golgi, ke které dochazi jesté pred nastupem klinickych pfiznakt. Stale neni
jasné, zda rozpad struktury Golgi je pfi¢inou nebo disledkem odumirani neuronid (Liu et al., 2017;

Martinez-Mendrguez ef al., 2019).

Jak vyplyva z ptredchoziho textu, na udrzeni struktury Golgi se podili mnoho molekul. Béhem
poslednich nékolika desitek let byla snaha o bliz§i poznani molekularnich mechanismi
neurodegenerativnich onemocnéni, v diisledku ¢ehoz bylo detekovano velké mnozstvi proteint, jejichz
mutace vede ke zméné morfologie Golgi. Jednim z proteinii, které jsou nezbytné pro spravnou
morfologii Golgi a o kterych se v posledni dobé hovoii v souvislosti s neurodegenerativnimi
onemocnénimi jsou Clenové rodiny RAB (Parakh er al., 2018). Neaktivni forma RABIB s nizkou
afinitou ke GTP i GDP (RAB1B-N1211) narusi ¢asnou fazi sekretorické drahy, navodi rozpad a
premisténi proteinti Golgi do cytoplasmy (Alvarez et al., 2003).

Struktura Golgi mlze byt narusena i chybnou expresi efektort RAB1, jeho proteiny GEF a GAP (Haas
et al., 2007). Delece GM130 zpisobuje zménu jeho lokalizace a rozpad struktury Golgi. Mysi
s podminéné deletovanym GM130 v neuronech vykazovaly neuronalni degradaci (Liu ef al., 2017). U

bungk s deletovanym p715 bylo detekovano fragmentované Golgi (Guo a Linstedt, 2014).
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Prvnim popsanym neurodegenerativnim onemocnénim, u kterého dochazi k rozpadu Golgi v
motorickych neuronech, byla amyotrofickd laterdlni skler6za (ALS) (Mourelatos et al., 1990).
Charakteristickym znakem ALS jsou proteinové agregaty, které jsou detekovatelné v motorickych
neuronech. VétSina proteint, které jsou u pacientii s ALS mutovany, jsou zapojeny do transportu vacki
mezi ER a Golgi (Parakh et al., 2018; Martinez-Menarguez et al., 2019). Pfi¢in vzniku ALS bylo
popséano nékolik. Jednou z nich je zmnozeni hexanukleotidu GGGGCC v genu C9ORF72 (Delesus-
Hernandez ef al., 2011). Déle je to mutace v cytosolické superoxiddismutdze 1 (SOD1) (Rosen et al.,
1993), proteinu FUS (Blair et al., 2010) a tvorba cytoplasmatickych inkluzi obsahujicich protein TDP43
(,,Trans-activation response element DNA binding protein 43 kDa”) (Neumann et al., 2006). Mutace
TDP43 a FUS znemoznila organizaci ndkladu v ERES. Podjednotky komplexu COPII ztraceji
charakteristické uspoiadani a jejich hladina je v butikach vyrazn¢ snizena. Transport do IC je prerusen.
V ptipadé mutace SODI dochézelo k destabilizaci mikrotubull a byl znemoznén transport do Golgi.
Nadmeéma exprese RAB1 u bunék s mutantnim 7DP43, FUS nebo SOD] chranila ER pied piisobenim
stresu, obnovila transport na Grovni ¢asné sekretorické drahy, zabranila tvorbé inkluzi SOD1 a apoptoze.
RAB1 v motorickych neuronech u pacienti s ALS ztraci typické umisténi a lokalizuje do
intracytoplasmatickych inkluzi. RAB1 se ziejmé Spatn¢ sbaluje a stava se nefunkénim. Vznikla

nerovnovaha v transportu vackt do/z Golgi zptisobuje jeho rozpad (Soo et al., 2015).

Pacienti trpici Parkinsonovou chorobou (,,Parkinson’s Disease”-PD) maji fragmentované trans-Golgi v
nékterych dopaminergnich neuronech substantia nigra. Buiiky v Casnéj$Sim stadiu PD maji Casté&ji
fragmentované Golgi neZ buiiky v pozdéjsich stadiich, kterd jsou charakterizovana vyskytem Lewyho
télisek. Zfejme je mozné napraveni fragmentace Golgi béhem PD, kterd je pravdépodobné zpiisobena
mutaci proteinil regulujicich transport vacka (Fujita et al., 2006; Martinez-Menarguez et al., 2019).
Presna pticina vzniku PD neni ve vétsiné piipadd zfejma. Nicméné je znamo, Ze mutace genu LRRK2
(,,leucine-rich repeat kinase 2”’) mize vést k rozvoji PD. LRRK2 hraje klicovou roli pii regulaci
transportu receptorti pro dopamin. Mutace v LRRK?2 zpisobuje zpomaleni dopravy téchto receptorti z
Golgi na cytoplasmatickou membranu (Rassu ef al., 2017). Jednim ze substrati LRRK? je rodina RAB.
LRRK2 fosforyluje na priklad RAB7LI1, ktery se vyskytuje také na membrané Golgi. Mutace v LRRK2
detekovana u pacientd s PD zvysuje fosforylaci RAB7L1, ktera vede k rozptylenéjsi morfologii trans-
Golgi (Fujimoto et al., 2018). V Lewyho téliscich je agregovany alfa-synuklein (alfaSyn). U kvasinek
zpusobuje akumulace alfaSyn inhibici ¢asné sekretorické drahy na Grovni mezi ER a Golgi, ktera mize

byt zvracena zvySenou expresi sav¢iho RAB1 (Cooper et al., 2006).

Dalsim neurodegenerativnim onemocnénim se zménénou morfologii Golgi v nekterych neuronech
hipokampu je Alzheimerova choroba (,,Alzheimer’s Disease”- AD). U pacienti s AD jsou detekovatelné
neurofibrilarni uzliky a amyloidni plaky (Salehi et al., 1994; Stieber et al., 1996). Hromadici se amyloid
beta aktivuje CDKS, ktera fosforyluje proteiny podilejici se na udrzeni struktury Golgi, naptiklad
GRASP65, coz mlze zpisobovat rozvolnéni cisteren Golgi pfipominajici rozvolnéni pti mitéze (Sun et
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al., 2008; Joshi et al., 2014). Struktura Golgi mize byt také zménéna reorganizaci mikrotubula v
disledku nadmérné fosforylace proteinu Tau prostiednictvim konstitutivné aktivované CDKS5. Protein
Tau asociuje s mikrotubuly, podili se na jejich uspofadani a stabilizaci. Hyperfosforylovany Tau
zpusobuje tvorbu neurofibrilarnich uzlikii, které narusuji sit’ mikrotubult (Mohamed et al., 2017;
Martinez-Menarguez et al., 2019). Snizeni hladiny endogenniho RAB1A vedlo ke zmén¢ dynamiky a

morfologie Golgi, coz mlze pfispivat k zvySeni sekrece Tau (Mohamed et al., 2017).
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3. Cile prace

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu katalyticky aktivnich MTMR6 a MTMRS8 na procesy
spojené se sekretorickou dradhou, u kterych bylo popséano, Ze jsou ovlivilovany katalyticky neaktivnim
MTMR9 (Doubravska et al., 2020), interakénim partnerem MTMR6 a MTMRS (Zou et al., 2012). Dale
jsme se zaméfili na schopnost MTMR6 a MTMRS se v bunécnych procesech zastupovat, nebot’ jsou
schopné defosforylovat stejny substrat (Zou et al., 2012) a jejich lokalizace se Castecné piekryva
(Doubravska et al., 2020).

Jako nastroj pro splnéni cilil jsme vytvofili bunééné linie HeLa s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS.
Dale jsme pouzili vektory nesouci fluorescenéné znateny MTMR6-EGFP nebo MTMR8-EGFP, ¢imz
jsme docasné zvysili pfirozenou hladinu MTMR6 nebo MTMRS.

Dil¢i cile prace:

1. Charakterizovat lokalizaci markeru ¢asné sekrece, RABIA, a strukturu Golgi na pozadi zvysené a
snizené hladiny MTMR6 a MTMR8

2. Sledovat vliv hladiny MTMR6 a MTMRS na sekreci proteinti

3. Porovnat zmény fenotypt zplsobené zvysenim nebo snizenim hladiny MTMR6 nebo MTMRS a

posoudit jejich redundanci
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4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Biologicky material
RPE-1: lidska imortalizovana buné¢na linie retinalniho pigmentového epitelu (od MUDr. Libor

Macurek, Ph.D.)

HeLa (Henrietta Lacks): lidska nddorova bunééna linie ziskana z karcinomu délozniho ¢ipku Henrietty

Lacksové

SuperTOPFlash HEK 293T (STF): lidska buné¢na linie s integrovanym luciferazovym reportérem pro
Wnt/beta-katenin signalizaci (od RNDr. Vladimir Kotinek, CSc.)

bakterie DH5alfa
4.1.2. Média

Prolifera¢ni médium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM ++) (Thermo Fisher Scientific) pro lidské linie
- 10% fetalni bovinni sérum (,,fetal bovine serum” - FBS) (Gibco)
- 1% penicilin/streptomycin (Biowest)
Médium skladovano ve 4 °C
Bakterialni médium z lyzogenniho vyvaru (,lysogeny broth” - LB) - tekuté
Ptiprava 200 ml
- 2 gtrypton
- 1 g kvasinkovy extrakt
- 2gNaCl
Médium autoklavovano pii 121°C 20 minut, skladovano ve 4 °C
Bakterialni médium z LLB - pevné
Ptiprava 200 ml
- 3 gagar
- 200 ml tekutého LB média
Na 200 ml bylo ptidano 200 pl kanamycinu/400 pl ampicilinu

4.1.3. Roztoky a chemikalie
Tris-acetat-EDTA (TAE)

- 40 mM Tris (pH 8,0)

- 20 mM kyselina octova

- 1mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
Tris-borat-EDTA (TBE) buffer

- 89 mM Tris (pH 8,0)
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- 89 mM H;BOs3

- 2mMEDTA
Fosfatovy pufr (,,phoshate buffer saline — PBS)
197 mM NaCl

- 2,7mM KCI
- 10 mM Na,HPO4
- 1,8 mM K,HPO,
Zasobni roztok skladovan jako 10x koncentrovany roztok, pH 7,4

Laemmliho lyzac¢ni pufr 4x

250 mM Tris (pH 6.8)

40% glycerol

8% dodecylsulfat sodny (,,sodium dodecyl sulfate” — SDS)
- 20% 2-merkaptoethanol
- 0,04% bromfenolova modr
Alikvoty skladovany v -20 °C
Elektrodovy pufr
- 25mM Tris
- 0,1% SDS
- 192 mM glycin
Zasobni roztok skladovan jako 5x koncentrovany roztok pti pokojové teploté

Polyakrylamidovy gel

Tabulka 1: Polyakrylamidovy gel

Separacni gel Zaostirovaci gel
10% 5%

Tris (pH 8,8) 375 mM

IM Tris (pH 6,8) 125 mM

30% Akrylamid/bis-akrylamid 33,4% 16,75%

10% SDS 1% 1%

10% peroxodisiran amonny 1% 1%

tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,04% 0,1%

Blotovaci pufr

- 25 mM Tris
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- 192 mM glycin
- 0,037% SDS
- 20% methanol
Skladovan ve 4 °C
Solny roztok pufrovany Tris s 0,1% Tween (TBST)
- 10 mM Tris-Cl
- 150 mM NaCl
- 0,05% Tween 20
pH 7.4, skladovan pfi pokojové teplote
3% paraformaldehyd (PFA) rozpustény v pufru stabilizujicim mikrotubuly (,,microtubule
stabilising buffer” - MSB)
- 3%PFA
- NaOH - ptidavat do uplného rozpusténi PFA
- nechat vychladnout, filtrovat, upravit pH na 6,9
- 50% 2x koncentrovany pufr stabilizujici mikrotubuly
Skladovan v -20 °C

MSB
- 20 mM kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES)
- 2 mM kyselina etylenglykol-bis(2-aminoetyléter)-tetra-octova (EGTA)
- 2mM MgCl,
- 4% polyethylenglykol 6000 (PEG)
rozpusténo v ,,Hanks' Balanced Salt Solution”
Biotin

- B4501 (Sigma) - 100mM
»Mowiol mounting medium”
- 6 gglycerol
- 2,4 g Mowiol 4-88 (Hoechs)
- 6 ml ddH,O
- 12ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)
Alikvoty skladovany v -20 °C
Pouzivany material skladovan v 5 °C
10x trypsin/EDTA (Thermo Fisher Scientific)
jetOPTIMUS® DNA Transfection Reagent (Polyplus)

X-tremeGENE™ Transfection Reagent (Sigma-Aldrich)
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Ethidium bromid (Top-Bio)

Tris (Roth)

TritonX100 (Sigma-Aldrich)

Dimetylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)

Trypanova modf (Thermo Fisher Scientific)

Ampicilin (Sigma-Aldrich)

Kanamycin (Sigma-Aldrich)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

Agar (Sigma)

SuSené mléko (Roth)
Akrylamid/bis-akrylamid, 30% (Sigma-Aldrich)

Persiran amonny (Sigma-Aldrich)

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
Blue Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare)

Immobilon® ECL Ultra Western HRP Substrate (EMD Millipore)
dNTP (Thermo Fisher Scientific)

4.1.4. Protilatky
Protilatky fedény v kompletnim DMEM médium s 1% antibiotiky (ATB) a 10% FBS

Tabulka 2: Primarni protilatky

Nazev Pivod | Vyrobce Katalogové Redéni pro IF | Redéni pro
cislo western blot

Myc (9E10) | mys Exbio 11-433-C100 1:800

RABIA mys Cell Signalling | D3X9S 1:800 1:1 000

GM130 kralik | Abcam ADb52649 1:1 000

TU-30 gama- | mys P. Draber - dar - 1:10

tub

Golgin-97 mys Mol Probes A21270 1:400

Alpha tubulin | potkan | Abcam Ab6160 1:350

Beta tubulin | mys$ Exbio 11-251-C100 1:1 000

LAMP1 kralik | Cell Signalling | 9091 1:300

Wnt3A kralik | Abcam ab28472 1:300 1:1000

Wntl kralik | vlastni vyroba - - 1:300
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Tabulka 3: Sekundarni protilatky

Nazev Specifita Vyrobce Katalogové &islo | Redéni pro
IF
DAM/Cy5 LAnti-mouse™ | Jackson 715-175-150 1:400
Immunores./Spinchem
GAM/A488 ,,Anti-mouse® Thermo Fisher Scientific A1101 1:1000
DAR/CyS5 ,,Anti-rabbit* Jackson 711-175-152 1:500

Immunores./Spinchem

GAR/HRP ,Anti-rabbit* Jackson 111-035-045 1:10 000
Immunores./Spinchem

4.1.5. Enzymy
Proteinaza K (Sigma Aldrich)

Polymerazy
- polymeraza Phusion (Phu) (Thermo Fisher Scientific)
- polymeraza z Pyrococcus furiosus (Pfu) (vlastni vyroba)
- reverzni transkriptaza Superscript [II (Thermo Fisher Scientific)
- HOT FIREPoI®DNA Polymerase v ,,5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix” (Solis
Biodyne)
T4 DNA ligaza (Thermo Fisher)

4.1.6. Primery
(Sigma-Aldrich)

Tabulka 4: Primery a oligonukleotidy

Nazev Sekvence poznamka
Mtmr8 int2 F GTTTTCTAACACTGCAGTCTGC Testovani klonti
Mtmr8 int3 R CCCCTTGAAGAGCTTTTACTC Testovani klont
Mtmr6_int3 F CAATCTCAGATTGATATGTGTGC Testovani klonti
Mtmr6_ex5 R CTCCTTATCTTGATGATAGTAGG Testovani klont
ActB Hs F GCCCTGAGGCACTCTTCCA qPCR

ActB Hs R CGGATGTCCACGTCACACTTC qPCR
Mtm6Hs_F CCTAACCTCAAAACTTCCCTGT qgPCR

Mtm6Hs R AGTCATTCTTGCCACACCA qPCR
Mtmr6Hs F2 CGGTACCCAAGGTAGAAAACG qgPCR
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Mtmr6Hs R2 AAGGGGGCATCCAGAAGTAG qPCR
Mtm8Hs F AGAATGGCACCCTATCCAG qPCR
Mtm8Hs R AAGCCCGTAGCCTCAAAG qPCR
Mtmr8Hs F2 CGGTACCCAAGGTAGAAAACG qPCR
Mtmr8Hs R2 CAGGCTAGTGATGGGTAACTTC qPCR
Mtm9Hs F TCACCAATCCCCTCTTTGA qPCR
Mtm9Hs R CGTCCTCTGTTTCCAGTTC qPCR
Mtmr9 F3 AGGACAATACGGAGGAGCTG qPCR
Mtmr9 R3 TCCAGAGTAGACAATGCCTCAATG qgPCR
MTMR6pSpCas9 sgDNA #1 F [ CACCGATCTCGCTGAGGAATATAAG | CRISPR/Cas9
MTMR6pSpCas9 sgDNA #1 R [ AAACCTTATATTCCTCAGCGAGATC CRISPR/Cas9
MTMR6pSpCas9 sgDNA #2 F [ CACCGATCTCGCTGAGGAATATAAG | CRISPR/Cas9
MTMR6pSpCas9 sgDNA #2 R | AAACCTTATATTCCTCAGCGAGATC CRISPR/Cas9
MTMRS8pSpCas9 sgDNA #1 F [ CACCGCCACCCGGAAATTCTTGCAG | CRISPR/Cas9
MTMRS8pSpCas9 sgDNA #1 R [ AAACCTGCAAGAATTTCCGGGTGGC | CRISPR/Cas9

MTMRS8pSpCas9 sgDNA #2 F

CACCGGATGGGTAACTTCTCCACAG | CRISPR/Cas9

MTMR8pSpCas9 sgDNA #2 R

AAACCTGTGGAGAAGTTACCCATC

CRISPR/Cas9

4.1.7. Vektory
Tabulka 5: Vektory

RAB1AQ70L

070L

Nazev Gen Poznamka

pmRuby2-N1-MTMRY | MTMRY Mikroskopovani

pEGFP-N3-MTMR9 MTMR9 Mikroskopovani

pmCherry-N1-MTMR9 | MTMR9 Mikroskopovani

pEGFP-N3-MTMRS MTMRS Mikroskopovani

pEGFP-N3-MTMR6 MTMR6 Mikroskopovani

pNeonGreen-RAB1A RABIA Mikroskopovani

PCMV-intron-myc- RABIA Mikroskopovani Addgene, Terry Hébert,
RABIAWT Plasmid #46776
PCMV-intron-myc- RABIA Mikroskopovani
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pSpCas9(BB)-2A-Puro | MTMR6 CRISPR/Cas9
(PX459) MTMR6sgl sgDNA

pSpCas9(BB)-2A-Puro | MTMR6 CRISPR/Cas9
(PX459) MTMR6sg2 sgDNA

pSpCas9(BB)-2A-Puro | MTMRS CRISPR/Cas9
(PX459) MTMRS8sgl | sgDNA

pSpCas9(BB)-2A-Puro | MTMRS CRISPR/Cas9
(PX459) MTMRS8sg2 sgDNA

Str-KDEL SBP-EGFP- | RUSH- Synchronizované uvolnéni | Addgene, David Virshup,
WNT3A WNT3A WNT3A z ER Plasmid #108344
Str-KDEL_SBP- RUSH- Synchronizované uvolnéni | Addgene, David Virshup,
mCherry-WNT3A WNT3A WNT3A z ER Plasmid #108345
pEGFP-N3 EGFP Luciferazovy test

pCMV-Wnt3A Wnt3A Luciferazovy test

pCMV-Wntl Wntl Luciferazovy test

pJET1.2/blunt Klonovani

4.1.8. Komer¢ni soupravy
Izolace produktu polymerazové fetézové reakce (,,polymerase chain reaction” - PCR) z gelu: Gel/PCR

DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)
Izolace mRNA: Qiagen RNeasy kit (Qiagen)
Izolace plasmidové DNA z bakterii: Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen)

4.2. Metody

4.2.1. Prace s bunéénymi kulturami
Bunécné linie byly kultivovany v DMEM mediu s 10% FBS a 1% ATB Penicilin/Streptomycin v

termostatu pti 37 °C a 5% CO; na 6 cm miskach. Prace s bunéénymi kulturami probihala v laminarnim
boxu. Bunky byly pasadzovany dle potfeby pted dosazenim konfluence. Buiiky byly omyty 2,5 ml PBS,
byl ptidan 1 ml trypsin/EDTA (0,05% trypsin; 0,02% (0,53mM) EDTA). Po 4-7 minutach bylo ptidano
5 ml ¢erstvého média a buniky byly resuspendovany. V kultiva¢ni misce bylo ponechano piiblizné 50 ul
média s resuspendovanymi bunikami a doplnéno ¢erstvym médiem DMEM do 5 ml.

Rozmrazovani bunék

Alikvoty zamrazenych bunék v DMEM médiu s 10% DMSO byly po vyndani z tekutého dusiku
rozehiaty v teplé 1azni a bez odkladu pfeneseny do 5 ml kompletniho média. Buiiky byly centrifugovany,

peleta byla resuspendovana v ¢erstvém DMEM médiu a pienesena na 6 cm misky.
Mrazeni bunék

Buiiky byly sklizeny z 6 cm misek pomoci trypsin/EDTA pted dosazenim konfluence a centrifugovany.

Peleta byla resuspendovana v 1 ml ¢erstvého DMEM média a pfesunuta do kryozkumavek. Bylo pfidano
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100 pl 100% DMSO. Kryozkumavka byla neprodlené piemisténa do zamrazovaci nadoby plnéné
isopropanolem o pokojové teploté a vloZena do -80 °C. Nésledujici den byla kryozkumavka piesunuta

do tekutého dusiku.
Transientni transfekce

Bunky urc¢ené pro mikroskopické pozorovani byly nasazeny na 6-jamkové nebo 12-jamkové desticky s
vlozenym krycim sklickem. Mnozstvi bun¢k bylo uréeno tak, aby byla plocha v dobé fixace z 1/3
konfluentni. Dalsi den byla k buiikdm pfidana smés s transfekénim cinidlem X-tremeGENE™
Transfection Reagents. Do 1,5 ml zkumavky bylo napipetovano 100 pl DMEM média bez FBS a ATB,
1 pg DNA a 1,5 pl Xtreme. Smés byla zamichana a inkubovéna pti pokojové teploté po dobu 20 minut.
Nésledné byl transfekéni komplex po malych objemech pfidan k buitkdm. Buniky byly inkubovéany v
termostatu do nasledujiciho dne, kdy byly fixovany nebo pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.
V ptipadé transfekce bunck plasmidem Str-KDEL SBP-EGFP-WNT3A byla transfekce opakovana
totoznym transfekénim ¢inidlem ve stejném poméru i nasledujici den z divodu nizsi ¢innosti transfekce
zpusobené velikosti pouzitého plasmidu.
Transfekce bunék Hela vektorem nesoucim Wnt3A nebo Wntl pro luciferazovy test byla provedena
pomoci transfekéniho ¢inidla PEI (jetOPTIMUS® DNA Transfection Reagent). Do 1,5 ml zkumavky
bylo napipetovano 200 pl ,,jetOPTIMUS® Buffer” média, 2 pg DNA a 2,5 pl ¢inidla PEIL. Smés byla
zamichana a inkubovana pfi pokojové teploté 10 minut. Transfek¢éni komplex byl po malych objemech
ptidan k buiikam.

3.2.2. Gelova elektroforéza
Pro PCR produkty vétsi nez 1 000 part bazi (bp) byl pouzit 1% agardzovy gel. Pro PCR produkty mensi
nez 1 000 bp byl pouzit 2% agarozovy gel. Agar6zovy prasek byl rozpustén v TBE/TAE v zavislosti na
dalsim vyuziti produktu PCR. K vychlazenému roztoku o objemu 40 ml byl pfidan ethidium bromid
(0,75 pg/ml). K urceni velikosti PCR produktu byl pouzit zebti¢ek O’GeneRuler 1kb/100b DNA. Ke
vzorku DNA byl pfidan ,,Loading Dye” (Thermo Fisher Scientific). DNA se pohybovala v elektrickém
poli 10 V/1 cm.

3.2.3. SDS PAGE elektroforéza
Buiiky byly béhem ptipravy na SDS PAGE elektroforézu po celou dobu umistény na ledu. Buiiky byly

sklizeny pomoci Trypsin-EDTA a centrifugovany. Peleta byla resuspendovany v 1 ml PBS. K 1 000
000 bunkam bylo pfidano 100 pl 2x koncentrovan¢ho Laemmliho pufru. Buniky byly sonikovany
pomoci ultrasonického procesoru UP100H (Hielscher). Vzorek byl denaturovan v termobloku pii 95 °C

po dobu 5 minut.

Pro SDS elektroforézu byl pouzit 10% (Wnt3A, Wntl) separacni polyakrylamidovy gel, ktery byl
prekryt tenkou vrstvou destilované vody pro zarovnani hladiny gelu. Po ztuhnuti gelu byla destilovana

voda odstranéna a byl nanesen 5% zaostfovaci gel. Po zatuhnuti byl na gel nalit elektroforézovy pufr a
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do jamek naneseno 10 — 20 pl vzorku a 2,5 pl markeru ,,Prestained Protein Ladder PageRuler.” Piistroj

byl nastaven na 120 V.

3.2.4. Western blot
Gel z elektroforézy byl blotovan na membranu. Na gel byla ptilozena nitrocelul6zova membrana (GE,

Healthcare) a z kazdé strany jeden silny filtracni papir. Vse bylo zalito blotovacim pufrem vychlazenym
na 4 °C. Blotovani probihalo v piistroji TE77XP (Hoefer) 45 minut pfi 0,8 mA/cm.? Membrana byla
blokovana v 5% roztoku suseného mléka (ROTH) v TBST po dobu 45 minut na tfepacce a inkubovana
v 1% roztoku suseného mléka v TBST s primarni protilatkou ptes noc pii 4 °C. Nasledujici den byla
membrana promyvana na tfepacce v TBST po dobu 30 minut a inkubovana v 1% roztoku suSeného
mléka v TBST se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou (HRP, Horse-Radish
Peroxidase) 1 hodinu. Nasledné byla promyvana na tiepacce v TBST po dobu 30 minut, analyzovana
pomoci substratu pro peroxidazu a snimani svételného signalu na film (Agfa). Pro kontrolu nasazeného
mnozstvi bunék byla pouzita protilatka proti tubulinu. K vyvolani membrany byl pouzit substrat

pfipraveny v laboratoti v kombinaci s komer¢nim substratem ,,WesternBright ECL.”

3.2.5. Fixace a imunologické barveni
Fixace bunék pomoci 3% PFA

Bunky narostlé na krycich sklech v 6-jamkovych nebo 12-jamkovych deskach byly fixovany v 1 ml 3%
PFA po dobu 10 minut. Fixované buniky byly permeabilizovany prostfednictvim 1 ml 0,1-0,5% Tritonu
X100 fedéného v PBS po dobu 5 minut. Primarni protilatka byla fedéna do 100 pl kompletniho média s
10% FBS a 1% ATB. Inkubace probihala pies noc ve 4 °C. Nasledujici den byly bunky barveny
sekundarni protilatkou stejnym postupem jako v ptipadé primarni protilatky. Buiiky byly inkubovany
ve tmé 1 hodinu pfi pokojové teploté. Jadra byla barvena pomoci 1 pg/ml Diamidino-2-
phenylindolového barviva (DAPI) fedéného v PBS ve tmé 5-10 minut pii pokojové teploté. Bunky byly
montovany na podlozni sklo pomoci 25 ul Mowiolu.

Fixace bunék pomoci methanolu

Bunky narostlé na krycich sklech na 6-jamkovych deskach byly fixovany v 1 ml 100% methanolu
vychlazeného na -20 °C po dobu 10 minut pii -20 °C. Nasledujici postup byl totozny s fixaci v 3% PFA.

Fixované vzorky byly uchovavéany ve tmé pti 4 °C.

3.2.6. Priprava bunécnych linii ,,knock-out”
Systém CRISPR/Cas9 (,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”)

Bunécné linie s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS jsme pfipravovali pomoci systému CRISPR/Cas9.
Navadéjici RNA (,,guide” RNA - gRNA) byly navrzeny tak, aby byly komplementarni k useku DNA
mezi doménou PH-GRAM a PTP a aby zasahovaly i pfipadné izoformy. Pro kazdy protein vznikly dvé
gRNA, které se komplementarné vazaly na 3’-5"vlakno exonu 4 u MTMRG6 a exonu 3 u MTMRS. Tyto
gRNA odpovidaji komeréné dostupnym gRNA pro MTMR6 a MTMRS.

47



Postup ptipravy vektoru pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) nesouciho informaci pro gRNA, Cas9 a
puromycinovou rezistenci byl proveden dle protokolu »ZhanglLab”

(https://media.addgene.org/cms/filer_public/6d/d8/6dd83407-3b07-47db-8adb-4fada30bde8a/zhang-

lab-general-cloning-protocol-target-sequencing_1.pdf). Tento vektor obsahuje fragment Bbsl, ktery byl

vystépen. Navrzené jednovlaknové DNA oligonukleotidy odpovidajici gRNA byly fosforylovany a byl
proveden jejich ,,annealing” za vzniku dvouvlaknovych oligonukleotid. Nastépeny a precistény vektor
byl ligovan s fosforylovanymi oligonukleotidy s piesahujicimi konci odpovidajicimi Bbsl mistim.
Vektor pSpCas9(BB)-2A-Puro nese gen pro nukleazu Cas9. Cas9 je v transfekované buiice exprimovana
a produkuje dvoufetézcové zlomy v mistech oznacenych gRNA, které mohou byt nasledné buiikou

chybné opraveny a vyustit v deleci nebo inzerci NT (obr. 6).

Buiiky byly selektovany v kompletnim DMEM mediu s 5 pg/ml puromycinem 24 hodin. Transfekované

bunky byly k puromycinu rezistentni.

’{Sptasﬁ[ﬂ (pSpCas9(B
':. B)-2A-Puro B)-2A-Puro

Cas9 l Transfekce CasD

Transkripce, translace Cas9
+gRNA

Cas9

JRMNAT EJ.U

dl PP WP
MTMRE - exond PAM
MTMRS - exon3 Cas? | m’é’

SOVOR SOVONYONCT
NHE) «— = HR

Insemefﬂ# HH""‘“ Delece

Obrdzek 6: CRISPR/Cas9. Buriky byly transfekovdny dvéma vektory nesoucimi riizné gRNA sekvence (Zluté a
zelené) a Cas9 (Cervené). gRNA rozpoznaji cilovou sekvenci na zdkladé komplementarity bdzi a dvousroubovice
DNA je stépena na dvou mistech prostrednictvim nukledzy Cas9 v blizkosti PAM sekvence (fialové). Burika
opravuje vzniklé zlomy v obou vldknech prostrednictvim homologni rekombinace (HR) nebo nehomologniho
spojovani koncu (,,non-homologous end joining”- NHEJ), behem kterého muZe dojit k delecim nebo inzercim NT.

Kultivace klona

Buiiky s potencialni mutaci v genu pro MTMR6 nebo MTMRS byly 48 hodin po transfekci vektory pro
systém CRISPR/Cas9 sklizeny. Cast bunék byla zmrazena. Zbylé buiiky byly dany do nové zkumavky,
médium bylo doplnéno tak, aby se ve 100 ul média nachazela jedna butika. Do kazdé jamky 96-jamkové
desticky bylo napipetovano 150 pl média a ptiddno 100 pl média s buikou. Nasledujici tydny byly
kontrolovéany jednotlivé jamky a vyfazovany ty, ve kterych se nachazelo dva a vice klont. Narostlé
kolonie buné€k byly pieneseny na 12-jamkovou desticku. Klony byly po dosazeni konfluence sklizeny a
testovany na piipadné zmény v exonech v genomové DNA.
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Izolace genomové DNA pro PCR

Bunky z konfluentni 6cm misky byly sklizeny a centrifugovany. Veskeré médium bylo odsato, buiiky
byly resuspendovany v PBS a opét centrifugovany. K peleté bylo ptidano 100 pul 30mM Tris pH8 a 1 pl
proteinazy K (20mg/ml). Smés byla po promichani pfemisténa do termobloku vyhtatého na 52 °C a
inkubovana pfes noc. Nasledujici den byla inaktivovana proteinaza K zvySenim teploty termobloku na
95 °C po dobu 15 minut. Smés byla centrifugovana 10 minut, 21 400g pii 25 °C. Do PCR reakce byl

pridavan 1 pl supernatantu.

3.2.7. Testovani bunéénych linii KO
Testovani prostirednictvim DNA elektroforézy

Usek izolované genomové DNA, ve kterém jsme piedpokladali mutaci, byl namnozen pomoci PCR.
Primery byly navrzeny tak, ze v pifipadé MTMRG6 nasedaly na intron 3 a exon 5. Amplifikovany usek
bunék divokého typu (,,wild type” - WT) méfil 661 bp. Primery pro MTMRS rozpoznavaly sekvenci v
intronu 2 a intronu 3. Vysledny produkt u bunék WT m¢éfil 588 bp. Pro syntézu vlakna jsme nejprve
pouzivali DNA polymerazu Pfu. Z divodu nizké hladiny produktii jsme ji vyménili za DNA polymerazu
Phu. Produkty PCR jsme nanesli do 2% agarézového gelu, coz nam umoznilo detekovat vyrazngjsi
zmény ve velikosti amplifikovaného useku genomové DNA testovanych bunék. Produkty s odlisnou
velikosti viici kontrole jsme izolovali z gelu pomoci komercni soupravy ,,Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit.” Sekvenéni zmény ve sledovanych genech jsme nechali ovéfit pomoci Sangerova
sekvenovani v laboratoii OMICS Genomika v Biocevu. Jestlize se delece nebo inzerce ve vybrané
kolonii potvrdila, bylo potfeba ovéfit, zda doslo ke vzniku mutace v obou alelach. Bakterie DH5alfa
jsme transformovali PCR produktem (stejnym jako pro sekvenovani) vlozenym do vektoru
pJET1.2/blunt. Ze selektovanych kolonii narostlych na agarézovych miskach jsme izolovali plasmidy
pomoci komer¢ni soupravy ,,Qiagen Plasmid Midi Kit” a opét jsme namnozili tisek nesouci pripadné
zmeény pomoci primeri pJet F/R (vzdy nékolik kolonii odpovidajicich 1 klonu pfipadnych KO bun¢k).
PCR produkt jsme nanesli do 2% agarézového gelu, porovnali velikost s kontrolnim vzorkem,
fragmenty DNA jsme izolovali z gelu a dali sekvenovat. Jestlize jsme ziskali dvé rozdilné sekvence
genu, které se zaroven lisily od sekvence bunck WT a vedly k vysledné deleci genu, pouzivali jsme
buniky nesouci tyto alely v dalsich experimentech jako modelovou KO bunéénou linii, MTMR6KO nebo
MTMRS8KO.

Priprava dvojitych KO pro geny MTMR6 a MTMRS probihala obdobnym zpisobem. Pro systém
CRISPR/Cas9 byly pouzity bunééné linie s ovéfenou mutaci v obou alelach genu MTMR6 nebo MTMRS.
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Tabulka 6: PCR smés pro amplifikaci useku genomové DNA

Reagencie Mnozstvi
templat 1wl

H>O do 20 ul
,forward primer” (10 uM) 0,5 ul
,reverse primer" (10 uM) 0,5 ul
dNTP (10 mM) 0,5 ul

5x ,,high fidelity” pufr/10x Pfu pufr 4 ul/2 pl

Pfu/Phu (2U/ul)

0,5 pl/0,25 pl

Tabulka 7: PCR reakce pro amplifikaci iiseku genomové DNA

Krok Cas Teplota/MTMR6 | Teplota/MTMRS [ Pocet opakovani
Pocate¢ni denaturace 2 minuty 98 °C 98°C

Denaturace 30 sekund 98 °C 98 °C 33x
Nasednuti primert 20 sekund 55°C 61 °C

Syntéza 1 minuta

Finalni syntéza 5 minut 72 °C 72 °C
Tabulka 8: Klonovani do P-Jetu

Reagencie Mnozstvi

Vektor pJET1.2/blunt 0,5 ul

Pufr 7,5 ul

ligdza T4 (5U/ul) 0,5 ul

PCR produkt 6,5 pul

Tabulka 9: Priprava vzorki na sekvenovani

Reagencie Mnozstvi
fragment DNA 7,5 ul
,Forward primer” (10 pM) 0,5 ul
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Testovani prostiednictvim kvantitativni RT-PCR

Izolace mRNA, reverzni transkripce

Bunky narostlé na 6cm misce byly sklizeny pomoci Trypsin/EDTA. mRNA byla izolovana z bun¢k

pomoci komer¢ni soupravy ,,Qiagen RNeasy kit” pro izolaci mRNA. Koncentrace mRNA byla zméfena

na nanodropu. mRNA byla reverzni transkripci prepsana do cDNA. Po denatura¢nim kroku byla smés

dana na 1 minutu na led. K denatura¢ni smési byla pfidana smés pro cDNA syntézu.

Tabulka 10: Podminky syntézy cDNA

Krok Reagencie Mnozstvi Cas Teplota
Denaturace mRNA 1pug 5 minut 65 °C
Primer oligo dT 1l
dNTP (10 mM) 1 ul
H,O Doplnit objem do 10 pl
Nasednuti primertt | Reverzni 1l
transkriptaza
Supercript 11
5x RT pufr 4 ul
,,RNAse out” 1wl
0,1 M DTT 2ul
(dithiothreitol)
HO 2ul
cDNA syntéza / / 50 minut 50 °C
Ukonceni reakce / / 5 minut 85°C

Vysledna reakce méla objem 20 ul. 10 ul bylo zamrazeno v -80 °C. K 10 ul bylo ptidano 90 ul H-O.

Natedény produkt byl piipraven k pouziti pro RT PCR a dlouhodobé uchovavan ve 4 °C.

Kvantitativni RT-PCR

V bunéénych linit MTMR6KO a MTMR8KO jsme zjist'ovali hladinu mRNA MTMR6 a MTMRS. Jako

kontrolni gen, ktery by mél byt exprimovan ve vSech bunkach stejné, jsme zvolili aktin. Primery pro

kvantitativni RT-PCR byly navrZeny tak, aby amplifikovana sekvence obsahovala rozhrani exont.

Piipadna prfimés genomové DNA ve vzorku, ktera by mohla zkreslit vyslednou hodnotu, by se nestihla

za dany Casovy usek nasyntetizovat, nebot’ jsou mezi exony dlouhé introny. Tim bylo zajisténo méteni

pouze hladiny mRNA/cDNA. Vzorky jsme méfili v tripletech. Pred vloZeni do termalniho cyklovacée

byly centrifugovany 1 minutu, 380 g pii pokojové teploté. Vysledné produkty métily piiblizn€ 200 bp.
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Tabulka 11: kvantitativni RT-PCR smés

Reagencie Mnozstvi
cDNA 1wl
»forward primer” (10 uM) 0,5 ul
»reverse primer” (10 uM) 0,5 ul
H,O 10 wl
5x HOT FIREPol®EvaGreen®qPCR Supermix | 3 pl
Tabulka 12: RT-PCR
Krok Cas Teplota Opakovani
Inicialni aktivace 12 minut 95 °C
Denaturace 95°C 15s 40x
Nasednuti primerti 60-65 °C 20-30's
Syntéza 72 °C 20-30's

Obdrzena data byla zpracovana dle protokolu ,,Analyzing real-time PCR data by the comparative Cr
method” (Schmittgen a Livak, 2008).

3.2.8. Transformace bakterii
Kompetentni bakterie DH5alfa byly vyndany z -80 °C na led. Thned po rozmrazeni bylo pfidano

ptislusné mnozstvi DNA (plasmid — 1 pg, produkt PCR — 10 pl), smés byla promichana a ponechana 30
minut na ledu. Smés bakterii a DNA byla vystavena teplotnimu Soku pfesunutim do termobloku
vyhtatého na 42 °C, po 30 sekundach byla vracena zpét na led na dal$i 2 minuty. Bylo ptidano 700 pl
LB média a inkubovano v 37 °C po dobu 30 minut. Smés byla centrifugovana 1 minutu, 21 400 g pii 25
°C, peleta byla resuspendovéna v 40-70 ul LB média a nanesena na agar6zové misky s piisluSnym ATB.
Miska byla vloZzena do termobloku vyhiatého na 37 °C ptes noc v sacku, ktery zabranoval vyschnuti

agaru.

3.2.9. Systém RUSH
Systém RUSH (,,Retention Using Selective Hooks”) umoznuje zadrzeni sekretovaného proteinu v ER a

jeho nasledné synchronizované uvolnéni. Systém se sklada ze dvou komponent, a to z proteinu zajmu
flzovaného s peptidem vazajicim streptavidin (,,streptavidin binding peptid” - SBP) a vlastnim ,,hakem”
(,,hook™), tedy proteinem stabiln¢ lokalizujicim do ER, ktery je fuzovan se streptavidinem. Transport je
mozné sledovat prostiednictvim fluorescen¢niho proteinu fizovaného s proteinem zajmu. Pokud jsou
ob¢ komponenty exprimovany spole¢né v bunkach, streptavidin na ,haku” vaze skrze SBP protein
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zajmu, ktery je efektivné drzen v ER. Po ptidani biotinu se vazba uvolni a pozorovany protein prochazi

sekrecni drahou (Boncompain et al., 2012) (obr. 7).

KDEL
WNT3A

Protein vazajici

Streptaviay streptavidin

Fluorescenéni

protein
Streptavidin Biotin
WNT3A
_’
Protein vazajici
streptavidin
KDEL \ Fluorescencni
protein

Obrdzek 7: Schéma systému RUSH. Systém RUSH umoZiiuje synchronizované uvolnéni ndkladu z ER a sklddd se
ze dvou komponent. Prvni ¢dsti (modre) je streptavidin spojeny se sekvenci KDEL (lysin, kyselina asparagovd,
kyselina glutamovd, leucin) lokalizujici do ER. Druhou Cdsti je protein vdzajici streptavidin (riZové), ktery je
fuzovany s WNT3A (hnéde) a fluorescencnim proteinem (zelené). Proteinovy komplex se akumuluje v ER. Pridany
biotin (Zluté) se navdZe na streptavidin a zistdva diky kotvé v ER. Protein vdzajici streptavidin je uvolnén a
spolecné s WNT3A fuzovanym s fluorescencnim proteinem putuje sekretorickou drédhou.

Buiiky RPE-1 byly transfekovany konstruktem Str-KDEL SBP-mCherry-WNT3A spole¢né s pEGFP-
N3-MTMR6/MTMR8/MTMRO. Bunééné linie WT, MTMR6KO a MTMR8KO byly transfekovany
konstruktem Str-KDEL SBP-EGFP-WNT3A. 20 hodin po transfekci byl k bunikdm pfidan 100 uM
biotin v DMSO. Buriky byly inkubovany 10 minut v 37 °C, aby se zah4jilo uvolilovani WNT3A z ER.
Nésledné byly pfesunuty na 3 hodiny do 15 °C, transport byl zpomalen. Burky byly fixovany 3% PFA
a barveny protilatkou proti proteinu GM130. Na fluorescencnim konfokalnim mikroskopu bylo
hodnoceno, zda EGFP-WNT3A doputoval do Golgi nebo zlstal v ER jako u bun€¢k WT s ptidanym
DMSO bez biotinu.

3.2.10. Luciferazovy test
Pro hodnoceni vlivu delece MTMR6 a MTMRS na sekreci jsme vyuzili protein Wntl. Buiiky tranzientné

transfekované konstruktem Wntl sekretuji tento protein do extracelularni matrix. Reportérové buiky
STF maji stabilné integrovany luciferazovy reportér SuperTOPFlash (Veeman et al., 2003). Wntl
sekretovany do média aktivuje signalni drahu Wnt, dochazi ke stabilizaci beta-kateninu a jeho
translokaci do jadra, kde spolu s transkripénimi faktory TCF/LEF spusti expresi luciferazy. Po ptidani
substratu pro luciferazu je mozné luminometrem méfit emitované viditelné svétlo a dekovat miru

signalizace Wnt.
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Buiiky urcené pro luciferazovy test byly nasazeny na dvé 6-jamkové desticky v mnozstvi odpovidajici
jedné osmin€é konfluence. Bunky byly transfekovany prostiednictvim transfekéniho cinidla PEI
vektorem nesoucim Wntl a prazdnym vektorem pro kontrolu. K buiikam uréeny pro luciferazovy test
byly nasazeny buniky STF. Po 24 hodinach kultivace byl k buitkdm pfidan pufr pro méteni luciferazy,
»passive lysis buffer,” ktery ukoncil aktivaci reportérovych bunék a bunky zlyzoval. Takto ptfipravené
vzorky pro méfeni luminometrem byly uchovany v -80 °C. Bunky z druhé desticky byly lyzovany a

pouzity na western blot.

K vzorkiim pfipravenym v ptedchozich krocich byl ptidan substrat pro luciferazu ,,Dual-Glo luciferase
assay system.” Emise viditelného svétla byla méfena luminometrem GloMax 20/20 (Promega) po dobu

10 sekund.

3.2.11. Konfokalni mikroskopie a analyza dat
Mikroskopické snimky byly potfizeny na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8 pomoci imerzniho

objektivu 63x (olej). Uprava a analyza snimki byla provedena v programu Fiji (Schindelin et al., 2012).
Pro excitaci byly pouzity lasery o vinové délce 405 nm, 488 nm a 633 nm. Spektralni okna detektord
byla nastavena 430-470 nm pro modry kanal, 500-560 nm pro zeleny kanal a 650-700 nm pro ¢erveny
kandl. Fixované bunky byly snimany v nékolika konfokalnich rovinach ve vzdalenosti 200 nm (Z-stack).
Takto nasnimané roviny byly slougeny do vysledného snimku s promitnutim maximalni intenzity. Zivé
bunky byly snimany pouze v jedné rovin€. Buitkam bylo zajisténo stabilni prostiedi o teploté 37 °C a

5% COas. Snimky pro kvantitativni analyzu byly pofizeny pti zachovani stejného nastaveni mikroskopu.

Pti charakterizaci morfologie Golgi (Cerveny kandl) u bunék WT a KO byl na snimek aplikovéan prah
,Default dark,” ktery odstranil nespecificky signal mimo Golgi. V jednotlivych buiikach byla zmétena
plocha struktur pozitivnich na GM130 (marker cis-Golgi) v um?a uréen jejich po&et. Distribuce signélu
RABI1-NG v Golgi a na vaccich byla hodnocena prostifednictvim kolokalizace mezi fluorescenénim
signalem RAB1A-NG (zeleny kanal) a GM 130 (Cerveny kanal). Hranice bun¢k byly stanoveny rué¢nim
vybérem. Nasledné byl na zeleny kanal aplikovan prah ,,Otsu dark,” ktery odstranil signal mimo Golgi
a vacky. Pomoci Manderova koeficientu byl uréen vzajemny piekryv fluorescencniho signalu RAB1-
NG s GM130 (JACoP plugin, Bolte a Cordeli¢res, 2006). Pied vlastnim hodnoceni vlivu MTMRG6,
MTMRSE, MTMRY na lysozomalni systém jsme specifikovali hranice jednotlivych bunék. Nejprve byla
definovana jadra (modry signal). K nim byla vymezena plocha bunék na zakladé mikroskopickych
snimkil ve svétlém poli (plugin MorphoLibj, Legland ef al., 2016). V definovanych bunkach byl
naprahovan zeleny signal (LAMP1 — marker lysozomi) a nasledn¢€ uren pocet a celkova plocha struktur
pozitivnich na LAMP1 (marker lysozomil). Distribuce lysozomil byla hodnocena prostfednictvim
kolokalizace mezi fluorescen¢nim signalem lysozomti (LAMP1 - zeleny kanal) a jadra (DAPI - modry
kanal). Pomoci Manderova koeficientu byl ur¢en vzdjemny piekryv fluorescencniho signalu LAMP1 s

DAPI (plugin JACoP, Bolte a Cordelieres, 20006).
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Hodnoceni statistické signifikance ziskanych dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5

prostiednictvim neparového t-testu.
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4. Vysledky
4.1. Lokalizace MTMR6 a MTMRS

Pomoci konfokélni fluorescencni mikroskopie jsme nejprve hodnotili lokalizaci vybranych proteind
MTMR. V disledku neexistence kvalitnich komer¢nich protildtek nebylo mozné sledovat proteiny na
endogenni Urovni. Proto jsme exprimovali fluorescencné znacené MTMR. MTMRY7, ktery je také
interakénim partnerem MTMRO a tadi se do stejné podskupiny myotubularini jako MTMR6 a MTMRS,

jsme z experimentt vyloucili z divodu nizké exprese v ndmi pouzivanych bunéénych liniich.
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Figura 1: Lokalizace exogenné exprimovaného MTMR6-EGFP, MTMR8-EGFP a MTMR9-EGFP v bunécné linii
RPE-1. A) Buniky RPE-1 byly transfekovany MTMR6-EGFP, MTMR8-EGFP a MTMR9-EGFP. MTMR6-EGFP, MTMRS-
EGFP a MTMR9-EGFP byly pozorovdny v cytoplasmé a na cytoplasmatické membrdné. MTMR6-EGFP ddle
lokalizuje do oblasti centrozomu a v nékterych bunkdch byl detekovadn signdl v Golgi. MTMR8-EGFP byl obvykle
pozorovadn v Golgi. MTMR9 se nachdzi na vdccich. Bilé ramecky vymezuji zvétSenou plochu lokalizace prislusného
MTMR v perinukledrni oblasti. B) Buriky RPE-1 byly transfekovdny MTMRG6-EGFP (zeleny kandl) a po fixaci barveny
protildtkou proti gama-tubulinu (Cerveny kandl). MTMR6-EGFP kolokalizuje s gama-tubulinem, ktery tvori zaklad
centrozomu. Bild kfivka oznacuje oblast, ve které byla mérena intenzita fluorescencniho signdlu. Uvedené
mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdini projekci nékolika konfokdlnich rovin. Méritko: 10 um C) Intenzita
fluorescencniho signdlu MTMR6-EGFP a gama-tubulinu dosahuje nejvyssich hodnot ve stejnych mistech buriky.

MTMR6-EGFP a MTMRS8-EGFP jsou rozptyleny piedevSim v cytoplasmé a na cytoplasmatické
membrané. U nékterych bunek byl patrny signal MTMR6-EGFP v Golgi, ktery vsak nebyl tak vyrazny
a Casty jako v pripadé¢ MTMRS-EGFP (Fig. 1A). Velmi napadny byl fluorescen¢ni signal MTMR6-
EGFP kulovitého tvaru v blizkosti jaderné membrany, ktery jsme detekovali v kazdé buiice. Na zdkladé
lokalizace a morfologie jsme predpokladali, Ze by mohlo jit o centrozom. V bunkéach transfekovanych
vektorem nesoucim MTMR6-EGFP byl protildtkou nabarven gama-tubulin, ktery je zdkladni stavebni
jednotkou centrozoml. Mezi MTMR6-EGFP a gama-tubulinem byla pozorovéna kolokalizace (Fig.

1B). Oblasti centrozomu byla proloZzena kiivka. V kazdém jejim bod€ byla méfena intenzita
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fluorescencniho signalu (,,Color profiler - Fiji software”). Intenzita fluorescen¢niho signalu odpovidajici

MTMR6-EGFP a gama-tubulinu dosahovala nejvyssich hodnot ve stejnych bodech ktivky (Fig. 1C).

MTMRS-EGFP byl stejné¢ jako MTMR6-EGFP priméarné detekovan v cytoplasmé a dale na periferii
buitkky v oblasti cytoplasmatické membrany. Vyrazné€jsi signdl strukturou odpovidajici Golgi byl
pozorovan v perinuklearni oblasti. Jak v pfipadé¢ MTMR6-EGFP, tak v ptipadé MTMRS8-EGFP méla
cytoplasma spiSe homogenni charakter. Ani u jednoho z proteind nebyl pozorovan vyraznéjsi vackovy

vzor (Fig. 1A).

Ve srovnani s MTMR6-EGFP a MTMRS-EGFP byl MTMR9-EGFP pozorovan jak v cytoplasmé, tak
na vaccich vyskytujicich se prevazné kolem jadra. MTMRO-EGFP lokalizuje v nékterych mistech na
plasmatickou membranu (Fig. 1A). Ackoliv byla popsana afinita MTMR6 a MTMRS vici stejnym
substratim, lokalizace naznacuje specifickou funkci téchto fosfataz (napt. centrozom a MTMRO6) a
zaroven nevylucuje moznou redundanci v jinych bunéénych kompartmentech.

4.2. Vliv zvySené hladiny MTMR6/MTMRS na lokalizaci exogenné

exprimované RAB1A
Lokalizace MTMR9 do oblasti IC podnitila zkoumani vztahu mezi MTMR9 a RABI, ktery je

nepostradatelnym proteinem pro spravny transport na tirovni casné sekretorické drahy a také jednim z
markeri IC (Plutner et al., 1991). Bylo zjisténo, ze MTMR9-EGFP a RAB1A-MYC vzajemn¢ ovliviiuji
svou lokalizaci (Doubravska et al., 2020). V bunkach transfekovanych pouze RABIA-MYC, je
detekovan fluorescencni signal v Golgi, vaccich IC, ER a cytoplasmé (Fig. 2A). RABIA-MYC a
MTMROI-EGFP se pfi spolecné expresi v buitkdch RPE-1 pfemistuji na membrany vackt o vétsi
velikosti, nez jsou vacky v butikach transfekovanych pouze MTMR9-EGFP nebo RABIA-MYC. Signal
RABIA-MYC v cytoplasmé je u dvojit¢ transfekovanych bun€k ve srovndni s bunikami
transfekovanymi pouze RAB1A-MYC slabsi. MTMR9-EGFP se v pfitomnosti RAB1A také presouva
z cytoplasmy na vacky (Fig. 1A, Fig. 2B). Struktura Golgi je zménéna (Fig. 2B).

Zajimalo nas, zdali umisténi RAB1A v bufice ovliviiuji i interak¢ni partneti MTMRO, katalyticky aktivni
fosfoinositid fosfatazy MTMR6 a MTMRS8. Buniky RPE-1 byly soucasné transfekovany RAB1A-MYC
a MTMR6-EGFP nebo MTMRS8-EGFP. Lokalizace RAB1A-MYC nebyla zvysenou hladinou MTMR6-
EGFP nebo MTMRS-EGFP vyrazné¢ zménéna (Fig. 2B). RAB1A-MYC byla detekovana predevsim v
Golgi, cytoplasmé a na vaccich jako v bunkach transfekovanych pouze RABIA-MYC. Ke zméné
lokalizace MTMR6-EGFP nebo MTMRS8-EGFP pfti zvysené hladine RAB1A-MYC také nedoslo.
MTMR6-EGFP nebo MTMRS8-EGFP a RAB1A-MYC vzajemné neovliviiuji svou lokalizaci v bunkach
RPE-1 na rozdil od MTMR9-EGFP.
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Figura 2: Zvysena hladina MTMR6 a MTMRS8 na rozdil od MTMR9 nemad vliv na lokalizaci RAB1A v burkdch
RPE-1 A) Buriky RPE-1 byly transfekovdny RAB1A-MYC (Cerveny kandl), ktery lokalizuje na Golgi, vacky, ER a do
cytoplasmy. B) Soucasnd transfekce RPE-1 bunék MTMR9-EGFP s RABIA-MYC vede k presunu RAB1A-MYC na
vdcky a ke zméné struktury Golgi. MTMR6-EGFP a MTMR8-EGFP nemaiji vyrazny vliv na lokalizaci RAB1A-MYC.
Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdlni projekci nékolika konfokdlinich rovin. Méritko: 10 um

4.3. Vytvoreni buné¢nych linii ,,knock-out”
Jak je zminéno vyse v textu, neméli jsme k dispozici protilatky proti MTMR. Proto jsme sledovali vliv

MTMR6 a MTMRS na bunécné procesy prostiednictvim vychyleni jejich pfirozené hladiny. Nejprve
jsme zvysili mnozstvi proteinil transfekci bunék vektorem nesoucim MTMR6-EGFP nebo MTMRS8-

EGFP. K deleci proteinu jsme vyuzili systétm CRISPR/Cas9. Jako modelovou buné¢nou linii jsme
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zvolili bunikky RPE-1, ve kterych jsme detekovali vacky pozitivni na RAB1A a MTMRY. Nicmén¢ ani
vyuziti dvou odliSnych protokolt nevedlo k zisku bun¢k RPE-1 s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS.
Jako druhou modelovou linii jsme vybrali buniky HeLa, u kterych se podafilo v pfedchozi praci deletovat
gen MTMR9 (Doubravska et al., 2020). Vytvotili jsme nékolik kloni, které mély mutace v genu MTMR6
nebo MTMRS vedouci k pfed¢asnému ukonceni ¢teciho rdmce. Pro dalsi experimenty jsme vybrali vzdy

jeden klon pro kazdy gen; MTMR6KO a MTMRS8KO.

U klonu MTMR6KO doslo v jedné alele k deleci 16 NT (Fig. 3A), ktera vedla k posunu ¢teciho ramce
a zaméné AK ve vzniklém peptidu, ktery byl vyrazné delsi nez nemutovana forma (Fig. 3B). V druhé
alele doslo k inzerci 324 NT (Fig. 3A) a opét zméné AK tvoricich peptid (Fig. 3B). U klonu MTMREKO
vznikla v obou alelach inzerce vedouci k pred¢asnému STOP kodonu a nesmyslnému peptidu (Fig. 3D).

Do jedné alely bylo vlozeno 189 NT. V druhé alele doslo k inzerci 311 NT (Fig. 3C).

V bunécnych liniich s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS jsme méfili relativni mnozstvi pfislusnych
mRNA pomoci kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR). V obou buné¢nych liniich doslo k vyznamnému
poklesu hladiny mRNA MTMR6 nebo MTMRS ve srovnani s kontrolnimi WT bunikami HeLa. Relativni
mnozstvi mRNA v bunécéné linii MTMR6OKO vztazené k hladiné mRNA MTMR6 v kontrolnich
buiikach, které se ptifadila hodnota 1, bylo 0,028 (SD £ 0,0097). V ptipadé mRNA MTMRS byla
hodnota 0,035 (SD + 0,0031) (Fig. 3E).

Na vytvorené bunécné linie MTMR6KO a MTMRS8KO jsme aplikovali stejny systém CRISPR/Cas9 ve
snaze vytvorit buiiky s dvojitou deleci gent MTMR6 a MTMRS. Nejprve jsme pouzili buiky
MTMRSEKO, které jsme transfekovali stejnym vektorem, jaky byl pouzit pro vytvofeni bunétné linie
MTMRG6KO. Zadny z testovanych klonii nemél pozménénou sekvenci genu MTMR6. Nasledné jsme
postup opakovali s buitkami MTMR6KO, do kterych jsme transfekovali vektor, pomoci kterého jsme
vytvoftili bunééné linie s mutovanym MTMRS. Postup byl totozny jako v ptipad€ delece jednoho genu.
Ze 40 testovanych klonti Zaddny nenesl mutaci v genu MTMRS. Bunééné linie s dvojitym KO pro MTMR6
a MTMRS se nam vytvofit nepodafilo, ackoliv u¢innost systému CRIPSR/Cas9 pfi vzniku jednoduchych
KO linii byla pomérné vysoka.
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Figura 3: Vytvofeni bunécnych linii Hela s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS. A) Vysledky sekvenovdni genu
MTMRG6. Pomoci metody CRISPR/Cas9 vznikla v jedné alele delece 16 NT, v druhé alele inzerce 324 NT. B)
Posloupnost AK tvorici exon 4 v burikach WT ve srovndni s alelami bunék MTMR6KO. C) Vysledky sekvenovadni
genu MTMRS8. Pomoci metody CRISPR/Cas9 vznikla v jedné alele inzerce 189 nt, v druhé alele inzerce 311 nt. D)
Posloupnost AK tvorici exon 3 v burikdch WT ve srovnadni s alelami bunék MTMR8KO. E) Relativni mnoZstvi mRNA
MTMR6 mérené pomoci qRT-PCR v bunikdich MTMR6KO bylo 0,028 (+ 0,0097), mRNA MTMRS8 v burikdch
MTMR8KO 0,035 (+ 0,0031) vztaZeno k bunkam WT, ve kterych exprese obou MTMR odpovidd hodnote 1. V
grafech Sedé vyznacena smérodatnd odchylka.
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4.4. Vliv delece MTMR6 a MTMRS na lokalizaci RAB1A
Zvysena hladina MTMR6-EGFP a MTMRS8-EGFP v buitkdch RPE-1 na rozdil od MTMR9-EGFP

neméla vliv na lokalizaci exogenné exprimovaného RABIA-MYC. Zajimalo nas, zda delece MTMR6

nebo MTMRS zptisobuje zménu distribuce RAB1A jako v ptipadé bunék MTMR9KO.

U bunck MTMRI9KO byl detekovan procentualni nartist RAB1A-NG ve vaccich a pokles v Golgi ve
srovnani s buitkami WT (Doubravska et al., 2020). Dale doslo k zméné lokalizace vackd obsahujicich
RABI1A-NG na periferii bunék a jejich kumulaci ve vybézeich (Fig. 4A).
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Figura 4: Delece MTMR6, MTMR8 nebo MTMR9 v burikach Hela vede ke zméné lokalizace exogenné
exprimovaného proteinu RAB1A-NG. A) WT, MTMR6KO, MTMR8KO a MTMR9KO buriky HelLa byly transfekovdny
RAB1A-NG (zeleny kandl) a po fixaci v nich bylo nabarveno cis-Golgi (GM130 marker, ¢erveny kandl). U bunék
MTMR6KO a MTMRS8KO se v cytoplasmé nachdzi vice vacki pozitivnich na RAB1A neZ u kontrolnich bunék. U
bunék MTMRIKO dochdzi k akumulaci RAB1A-NG na periferii buriky ve vybéZcich (Cervend kruZnice). Bilé ramecky
vymezuji zvétsenou plochu buriky s vacky. Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdlni projekci nékolika
konfokdlnich rovin. Méritko: 10 um. B) Graf ukazuje procentudlini rozloZeni detekovaného signdlu RAB1A v Golgi
(Cerné) a vdccich (Sedé). Data byla analyzovdna nepdrovym t-testem, hladiny signifikance jsou uvedeny v
grafu. n(WT) =41, n(MTMR6KO) = 43, n(MTMR8KO) = 30.

U bunék MTMR6KO a MTMREKO jsme zvySené shromazd’ovani vacka obsahujicich RAB1A-NG na
periferii nepozorovali. Nicmén¢ k ur¢ité zméné distribuce RAB1A-NG doslo. V bunkach MTMR6KO
a MTMRS8KO jsme v cytoplasmé detekovali vice vacka obsahujicich RAB1A-NG nez u bunék WT
(Fig. 4A). Pro ovéteni zmény distribuce RAB1A-NG v buiikich MTMR6KO a MTMRSEKO ve srovnani
s buitkami WT jsme analyzovali rozlozeni fluorescencniho signalu RAB1A-NG mezi Golgi a vacky
mimo Golgi pomoci programu Fiji. Fixované buiiky byly nabarveny protilatkou proti proteinu GM130
(Cerveny kanal), ktery lokalizuje do cis-Golgi. Na snimky byl aplikovan prah citlivosti, ktery odstranil
fluorescencni signal RAB1A-NG (zeleny kanal) mimo Golgi a vacky. Procento signdlu RAB1A-NG
detekované v Golgi (tj. zeleny signal kolokalizujici s Cervenym signalem) u bun€ék WT bylo vyssi nez u
bunek MTMR6KO a MTMR8KO (Fig. 4B). Ke zméné rozlozeni RAB1A-NG dochazi i vlivem delece
katalyticky aktivnich MTMR6 a MTMRS, ale rozmisténi vackl se od bunék MTMRIKO lisi.

4.5.Vliv MTMR6 a MTMRS na strukturu cis-Golgi
Jednim z regulatort struktury Golgi je RABI a jeho efektory. Naruseni prirozené hladiny RAB1 vede k

rozpadu Golgi (Alvarez et al., 2003). Jelikoz jsme pozorovali vliv MTMR6, MTMRS a MTMR9 na
lokalizaci RABI1, zajimalo nés, zdali se tyto fosfatazy podileji i na formovéani struktury Golgi. Nejprve
jsme transfekovali buiiky RPE-1 vektory nesoucimi MTMR6-EGFP, MTMRS8-EGFP a MTMR9-EGFP
a pozorovali jsme vliv zvySené hladiny fosfataz na strukturu Golgi barveného protilatkou proti proteinu

GM130 (marker cis-Golgi).

Z mikroskopického pozorovani bylo patrné, ze Golgi v pfitomnosti nadmérného mnozstvi MTMRO,
MTMRSE nebo MTMR9 méni svou strukturu (Fig. 5A). Jelikoz byl vzhled Golgi v bunkach variabilni
provedli jsme kvantitativni analyzu signdlu GM130 v programu Fiji. Prokazali jsme, ze vlivem

pritomnosti zvySené hladiny nami sledovanych MTMR dochézi ke zméné poctu casti (Fig. 5B) a
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velikosti (Fig. 5C) cis-Golgi. Nejvétsi rozdil v pozorovanych parametrech byl detekovan mezi bunikami
WT a buiikami transfekovanymi MTMR6-EGFP. Golgi ma v buiik4ch s vyssi hladinou MTMR6 mensi
velikost a skladd se z méné ¢asti. Obdobny fenotyp jsme pozorovali v buitkdch transfekovanych

MTMRSE-EGFP. Nejmensi vliv na pozorované parametry mélo zvyseni hladiny MTMRO (Fig. 5B,C).
A
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' wxx (p <0,0001) ' T e (p < 0,0001) '
%% (p < 0,0001) ' e+ (p < 0,0001) '
a0 1200 ————

201

pocet casti cis-Golgi

T 1 - T
WT  MTMRE-EGFP MTMR8-EGFP MTMR9-EGFP

Figura 5: Zvysend hladina MTMR6, MTMR8 a MTMR9 ovliviiuje morfologii cis-Golgi. A) V burikdch RPE-1
transfekovanych MTMRG6-EGFP, MTMR8-EGFP a MTMR9-EGFP (zeleny kandl) bylo pozorovdno cis-Golgi barvené
protildtkou proti proteinu GM130 (cerveny kandl). Zvysend hladina MTMR6-EGFP, MTMR8-EGFP a MTMR9-EGFP
meéni strukturu Golgi. Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdlini projekci nékolika konfokdlnich rovin.
Meéritko: 10 um B) Zvysend hladina MTMRG6-EGFP, MTMR8-EGFP a MTMR9-EGFP ovliviiuje kompaktnost cis-Golgi,
které se ve srovndni s netransfekovanymi burikami sklddd z méné cdsti. C) Velikost cis-Golgi v burikdch WT je vetsi
neZ v bunkdch transfekovanych MTMR6-EGFP, MTMR8-EGFP nebo MTMR9-EGFP. V grafech cerné vyznacen
priimér a smérodatnd odchylka. Data byla analyzovdna nepdrovym t-testem, hladiny signifikance jsou uvedeny v
grafu. n(WT) = 115, n(MTMRG6-EGFP) = 82, n(MTMR8-EGFP) = 68, n(MTMR9-EGFP) = 72
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Vzhled Golgi jsme hodnotili také u bunék MTMR6KO a MTMRS8KO. Dtive bylo prokazano, Ze u bunck
MTMROIKO dochazi ke zmén€ morfologie Golgi. Fixované buiiky jsme barvili protilatkou proti GM130
(Fig. 6A). U bunék MTMR6KO a MTMRSEKO se cis-Golgi vyrazné zvétsilo, ztracelo tésny kontakt s
jadrem a bylo tvofeno vice cisternami. V ptipadé bunck MTMRIKO doslo k vyznamné zméné v poctu
¢asti tvoricich cis-Golgi, ale velikost ziistala stejnd jako u WT bunék (Fig. 6B,C).
A
RAB1A-NG Slouéeno

WT

RAB1A-NG Slouceno

MTMR6KO

RAB1A-NG Slouceno

MTMR8KO

RAB1A-NG Slouéeno

MTMR9KO
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Figura 6: Delece MTMR6, MTMR8 a MTMR9 ovliviiuje morfologii cis-Golgi. A) V MTMR6KO, MTMRS8KO a
MTMR9IKO burikdch Hela bylo pozorovdno cis-Golgi barvené protilatkou proti proteinu GM130 (Cerveny kandl).
Cis-Golgi je v burikdch s deletovanym MTMR6, MTMR8 nebo MTMR9 rozvolnéné. Bunécéné linie WT, MTMR6KO,
MTMR8KO, MTMRIKO byly transfekovdny RAB1-NG (zeleny kandl), coZ vedlo u bunék MTMR6KO a kontrolnich k
zahusténi cis-Golgi. Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdini projekci nékolika konfokdlInich rovin.
Meéritko: 10 um. B) Delece MTMR6, MTMR8 nebo MTMR ovlivriuje strukturu cis-Golgi, které je ve srovndni s WT
tvoreno z vice casti. C) Velikost cis-Golgi je v bunkdch WT mensi neZ v burikdch s deletovanym MTMR6 nebo
MTMRS8. D) RABI1A je schopen Cdstecné zvrdtit rozpad cis-Golgi u bunek MTMR6KO a utvorit kompaktnéjsi Golgi
u bunék WT. E) Transfekovany RAB1A-NG md vliv na velikost cis-Golgi u bunek MTMR6KO. U bunék MTMRSEKO,
MTMR9KO a WT nebyl vliv zvysené hladiny RAB1A na cis-Golgi statisticky vyznamny (ns). V grafech cCerné
vyznacen primér a smérodatnd odchylka. Data byla analyzovdna nepdrovym t-testem, hladiny signifikance jsou
uvedeny v grafu. n(WT) = 95, n(MTMR6KO) = 81, n(MTMR8KO) = 103, n(MTMRIKO) = 102, n(WT+RAB1A-NG) =
58, n(MTMR6KO+RABA1-NG) = 60, n(MTMR8SKO+RAB1A-NG) = 51, n(MTMR9KO+RAB1A-NG) = 58

7o~

RABI je dilezitym regulatorem struktury Golgi (Alvarez et al., 2003). V piedchozi ¢asti jsme prokazali
procentualni ubytek RAB1A-NG v Golgi ve prospéch IC vacki u bunék s deletovanym MTMR6 nebo
MTMRS. Zajimalo nés, zdali se zvySenim hladiny RAB1A zvrati rozpad a rozvolnéni Golgi, které miize
mit deficit RAB1A. Buiky MTMR6KO, MTMREKO, MTMRI9KO a kontrolni jsme transfekovali
vektorem nesoucim RABIA-NG. Po fixaci jsme nabarvili cis-Golgi protilatkou proti GM130 a
porovnavali jsme strukturu cis-Golgi u bunék transfekovanych RABIA-NG a buné€k s pfirozenou
hladinou RAB1A (Fig. 6A). Ukazalo se, ze v ptipadé bunek MTMR6KO transfekovanych RAB1A-NG

dochazi k vyznamnému poklesu poctu Casti a také velikosti ve srovnani s Golgi u nenatransfekovanych
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bunck MTMR6KO. Stejny trend ohledné poctu casti cis-Golgi jsme pozorovali u kontrolnich bunék.
Velikost cis-Golgi se vlivem zvySené hladiny RABIA u kontrolnich bunék neménila. U bunéck
MTMRSEKO a MTMRIKO po transfekci RABIA-NG ke statisticky vyznamné zmén¢ nedoslo v poctu
¢asti ani ve velikosti cis-Golgi (Fig. 6D,E).

4.6. Vliv exprese MTMR6 a MTMRS na sekreci

Jelikoz jsme pozorovali zmény v lokalizaci RAB1A a ve struktufe Golgi, ktery je vyznamnym centrem
Casné sekretorické drahy, rozhodli jsme se podivat na sekreci ligandu WNT v bunkach MTMR6KO a
MTMREKO. Delece MTMR9 v lidské bunécné linii HeL.a zptisobuje zpomaleni sekrece pozorovanych
proteint VSVG a WNT3A mezi ER a Golgi (Doubravska et al., 2020).

Pro hodnoceni vlivu katalyticky aktivnich fosfatiz MTMR6 a MTMRS na transport mezi ER a Golgi
jsme zvolili systém RUSH, ktery byl pouzit také pii hodnoceni vlivu delece MTMRY na sekreci
(Doubravska et al., 2020) a je vhodny pro pozorovani sekre¢ni drahy WNT3A i na urovni mezi ER a
Golgi (Moti et al., 2019). Tento systém umoznuje synchronizované uvolnéni akumulovaného nakladu z
ER putujiciho pres IC do Golgi. Bunky WT, MTMR6KO a MTMRS8KO byly transfekovany vektorem
nesoucim sekvenci AK stabiln¢ lokalizujici do ER flzovanou se streptavidinem a protein vazajici
streptavidin fuzovany s WNT3A a fluorescencnim proteinem. Tyto dvé komponenty systému RUSH
jsou exprimovany a zustavaji ukotveny v ER. 20 hodin po transfekci byl k bunkam kultivovanym ve 37
°C pridan biotin, ktery se vaze na streptavidin a fluorescencné znaceny protein vazajici streptavidin
fuzovany s WNT3A byl uvolnén z ER. Pro zpomaleni ¢asné sekrece byly bunky po 10 minutach
premistény do 15 °C po dobu 3 hodin.

Nejprve jsme sledovali transport WNT3A v buiikéch se zvysenou hladinou MTMR6 a MTMRS. Zadny
rozdil pozorovan nebyl (data nejsou ukazana). Nasledné jsme pro experiment pouzili bunécné linie
MTMR6KO a MTMRS8KO. Buiiky pozorované konfokalnim fluorescenénim mikroskopem byly
rozdéleny do dvou kategorii. Prvni kategorie zahrnovala ty, ve kterych se WNT3A nachazel pouze v
ER. Do druhé¢ kategorie jsme zatadili butiky, ve kterych se WNT3A uvolnil z ER a byl detekovan v IC
nebo Golgi (Fig. 7). V kazdé bunécné linii jsme hodnotili lokalizaci WNT3A u vice nez devadesati
bungk. Jelikoz u KO bunéénych linii dochazi k rozpadu Golgi, bylo potieba tuto strukturu ve fixovanych
bunkach vizualizovat, aby nedoslo ke zkresleni vysledki. Pomoci tohoto experimentu jsme nedetekovali
vyznamny rozdil v casné sekretorické draze mezi bunikami s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS a
bunkami WT. Téméf u stejného procenta jednotlivych bunéénych linii naklad doputoval do Golgi.
Ackoliv se signal v Golgi zdal byt u KO linii slabsi, nemohli jsme to s jistotou potvrdit. Hodnoceni
komplikovala odlisna mira transfekce u jednotlivych bunék a také to, Ze z mikroskopickych snimku

nemuzeme vy¢ist kvantitu WNT3A v jednotlivych bunéénych kompartmentech.

Proto jsme zvolili odlisny pfistup pro hodnoceni transportu v buitkich MTMR6KO a MTMRSKO.

Buriky jsme transfekovali vektorem nesoucim Wntl, ktery je sekretovan a hromadi se v extracelularni
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matrix, nebo Wnt3A, ktery je uvoliiovan do média. Pti pouziti transfek¢niho ¢inidla Xtreme (Roche)
byla mira transfekce a nasledné exprese Wntl nizk4. K bunikam sekretujicim Wntl byly ptidany STF
buiiky s integrovanym luciferdzovym reportérem pro signalizaci Wnt/beta-katenin (TOP flash), které po
navézani ligandu spusti kanonickou drahu Wnt a nésleduje prepis reportérové luciferdzy. Aktivitu
luciferazy je mozné detekovat po ptidani jejiho substratu luminometrem. Vzorky pro experiment byly
pfipraveny duplicitné. Jedna desti¢ka s buitkami byla pouZzita pro western blot, druha pro méteni aktivity
luciferazy. Naméiené relativni svétlo (RLU) bylo vztazeno k mife transfekce bunék dané pomérem
transfekovaného Wntl a tubulinu v lyzatu nebo bylo RLU vztazeno k aktivité souc¢asné s ligandem Wnt
transfekované Renilly (kontrola miry transfekce). Vysledky opakované€ ukazovaly na zpomaleni sekrece

v buitkkich MTMR6KO.

Pro masivni transfekci ligandem Wnt jsme zvolili transfekéni ¢inidlo PEI (Polyplus). Po ptidani
luciferazového substratu k lyzatu bunék MTMR6KO a STF byly opakované naméteny mnohonasobné
vy$si hodnoty relativniho svétla nez u bunék WT/STF, coz naopak znamena zrychleni sekrece u bun¢k
s deletovanym MTMRG6. Hodnoty RLU pro lyzaty MTMREKO/STF a MTMRIKO/STF se vyrazné
neliSily od hodnot bunék WT/STF. Vysledky nekterych experimenti ukazovaly na mirné zrychleni
sekrece u buneck MTMR8KO a MTMROIKO, jiné zase na zpomaleni. Odlisné vysledky jsou
pravdépodobné zplsobeny rozdilnou mirou transfekce pii jednotlivych experimentech. Proto bude

vhodné vytvofit stabilni linie WT a KO produkujici ligand Wnt a stanovit miru sekrece bez vlivu

transfekce.
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Figura 7: Vliv MTMR6 a MTMRS8 na sekretorickou drahu A) Vliv delece MTMR6 a MTMRS8 na transport mezi ER
a Golgi byl hodnocen pomoci systému RUSH (,,Retention Using Selective Hook”), ktery umoZnuje synchronizované
uvolnéni proteinti z ER. WT, MTMR6KO a MTMRS8KO buriky Hela transfekované RUSH-EGFP-WNT3A (zeleny
kandl) byly oSetreny biotinem a kultivovany 10 minut v 37 °C pro iniciaci transportu a ndsledné 3 hodiny v 15 °C,
aby byl transport zpomalen. Buriky byly rozdéleny do dvou kategorii. Prvni kategorie obsahovala buriky, ve kterych
se WNT3A nachdzel v ER. Do druhé kategorie byly zarazeny buriky, ve kterych jsme detekovali WNT3A také v
intermedidlnim kompartmentu (IC) nebo Golgi. U bunék WT, ke kterym biotin priddn nebyl, z(istal WNT3A v ER.
Tabulka ukazuje pocet bunék WT, MTMR6KO a MTMR8KO, ve kterych jsme detekovali WNT3A pouze v ER, a ve
kterych ndklad ER opustil (ER-IC-Golgi). Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji maximdini projekci nékolika
konfokdlnich rovin bunék WT. Méritko: 10 um.

67



4.7.Vliv MTMR6 a MTMRS na lysozomalni systém
Jelikoz bylo publikovéno, ze mutace v doméné PTP ¢i PH-GRAM proteinu MTMRS vede ke zvétSeni

lysozomil a snizeni jejich poctu (Allen et al., 2020), zajimalo nas, zdali se nachazi podobny fenotyp i v
buiikach s deletovanym MTMRS. Lysozomy jsme pozorovali prostiednictvim protilatky proti LAMP1
(,,Lysosomal-associated membrane protein 1), markeru lysozomt. U bunék WT byl vyrazny signal
LAMP1 v perinuklearni oblasti. V n€kterych bunikdch jsme detekovali populaci lysozomu také na
periferii. Podobny vzor byl pozorovan u bunék MTMR8KO a MTMRO9KO. Vétsina lysozomi byla
koncentrovana v oblasti kolem jadra, nékteré lysozomy lokalizovaly na periferii nebo byly rozptylené v
cytoplasme. U nékterych bunék MTMR6KO dochazi k rozpadu perinuklearni populace lysozomd.
Lysozomy se nachazeji napfi¢ cytoplasmou a vytvaieji shluky na periferii (Fig. 8A). Zménu rozlozeni
lysozomi v KO liniich jsme analyzovali pomoci programu Fiji prostiednictvim kolokalizace mezi
jadrem (DAPI - modry kanal) a lysozomy (LAMPI - zeleny kanal). U bunék MTMR6KO doslo k
vyznamnému poklesu procenta kolokalizace, coz potvrzuje vliv MTMRG6 na distribuci lysozomt v
bunice a jejich pfesun z centralni ¢asti buinky. U bunék MTMR8KO a MTMRIKO nebyla zména
procenta kolokalizace ve srovnani s buitkami WT statisticky vyznamna (Fig. 8B). Dale jsme analyzovali
pocet lysozomut na buiku a jejich celkovou plochu. Bunky MTMR8KO a MTMR9KO obsahovaly
mensi pocet lysozomt a celkova plocha lysozomi se také zmensila ve srovnani s buiitkami WT. Nicméné
vzhledem k variabilité lysozomil je mnozstvi analyzovanych bunék MTMRSKO (n=11) a MTMRIKO
(n=17) nedostacujici a pro vétsi presvédCivost vysledkl je potfeba analyzovat vice bunék. U bunék
MTMR6KO (n=22) jsme nedetekovali statisticky vyznamnou zménu ve srovnani s buiikami WT (n=27)

ani v jednom ze sledovanych parametrti (Fig. 8C,D).
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Figura 8: MTMR6 a MTMRS8 ovliviiuji strukturu lysozomdliniho systému. A) V MTMR6KO, MTMR8KO a
MTMRIKO burikdch Hela byl pozorovdn lysozomdini systém barveny protildtkou proti proteinu LAMP1 (zeleny
kandl). Lysozomy jsou v burikach WT, MTMR8KO a MTMR9KO koncentrovdny v perinukledrni oblasti. U nékterych
bunék se lysozomy nachdzi i na periferii. Shluk lysozomd v perinukledrni oblasti bunék MTMR6KO je narusen.
Lysozomy jsou rozptylené v cytoplasmé a koncentrované na periferii. Uvedené mikroskopické obrdzky odpovidaji
maximdlini projekci nekolika konfokdlnich rovin. Méritko: 10 um. B) U bunék MTMR6KO dochdzi ke zméné
procenta kolokalizace mezi jadrem a lysozomy. U bunék MTMR8KO a MTMR9KO nebyla detekovdna statisticky
vyznamnd zména. C) Pocet lysozomu je u bunék MTMR8KO a MTMRIKO niZsi neZ u bunék WT. Zména poctu
lysozom( u bunék MTMR6KO nebyla statisticky vyznamnd. D) Plocha lysozomi je u bunék MTMR8KO a
MTMRIKO mensi neZ u bunék WT. Zména plochy lysozomi u bunék MTMR6KO nebyla statisticky vyznamnd. V
grafech Cerné vyznacen primeér a smérodatnd odchylka. Data byla analyzovdna nepdrovym t-testem, hladiny
signifikance jsou uvedeny v grafu. n(WT) = 27, n(MTMR6KO) = 22, n(MTMR8KO) = 11, n(MTMR9KO) = 17. (Z
duvodu nizkého poctu analyzovanych bunék MTMR8KO a MTMRIKO je nezbytné experiment opakovat.)
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5. Diskuze

MTMR tvoti rozsahlou rodinu evolu¢né konzervovanych lipidickych fosfataz s afinitou k PI(3)P a
PI(3,5)P, (Raess et al., 2017). Prvnim popsanym ¢lenem rodiny byl MTM1 (Laporte et al., 1996),
nasledné do rodiny piibylo dalsich tfinact MTMR. Z celé rodiny MTMR jsou nejdetailnéji popsané
MTMI1, MTMR2 a MTMR13, nebot’ mutace v téchto genech zplisobuji zavazna, monogenné podminéna
onemocnéni. Od pocatku identifikace MTMR je snaha podrobné popsat funkce jednotlivych ¢lent,

jejich interakéni partnery a najit vysvétleni velké pocetnosti této rodiny (Raess ef al., 2017).

MTMR6 a MTMRS jsou katalyticky aktivni interakéni partneti MTMRO, ktery ma neaktivni
fosfatdzovou doménu (Zou et al., 2009; Zou et al., 2012). Cilem diplomové prace bylo prozkoumat vliv
MTMR6 a MTMRS na fenotypy popsané u bunek MTMRIKO nebo u bun¢k s uméle zvySenou expresi
MTMRO (Doubravska et al., 2020). Prostiednictvim systému CRISPR/Cas9 jsme ziskali bunécné linie
MTMR6KO a MTMRSKO (Fig. 3A-E) a srovnali je s jiz popsanou bunéénou linii MTMRIKO (k
dispozici z predchozi prace (Doubravska et al., 2020)). Jako druhy piistup pro hodnoceni funkce
MTMR6 a MTMRS jsme vyuzili zvySeni hladiny téchto proteinli pomoci doCasné transfekce bunck
vektory nesoucimi MTMR6-EGFP a MTMR&-EGFP.

Nejprve jsme detailné analyzovali lokalizaci MTMR6-EGFP a MTMRS8-EGFP v buiikach RPE-1.
Transfekovany MTMR6-EGFP jsme detekovali v cytoplasmé, na cytoplasmatické membrané a vyrazny
signal se objevoval v oblasti centrozomu (Fig. 1A-C), ktery organizuje mikrotubuly v butice do
prostorové sité a je dilezity pro déleni jadra. Ackoliv vyskyt MTMR6 na centrozomu nebyl diive
popsan, neni pfekvapivy, nebot’ MTMRG6 interaguje s nékterymi proteiny centrozomu (CEP170, CEP19)
(https://thebiogrid.org/114558). MTMR6 byl detekovan pomoci mysi nekomercni protildtky na
mikrotubuldrnich svazcich v blizkosti jadra (Mochizuki ef al., 2013). Pii kultivaci bunek MTMR6KO

bylo patrné, ze se déli pomaleji nez buinky WT. Je mozné, Ze se MTMRG6 podili na organizaci déliciho

vieténka a delece MTMRG6 vede k naruSeni déleni bunék.

V nékterych bunkach jsme pozorovali fluorescencni signal MTMR6-EGFP i v oblasti Golgi, nicméné
nebyl tak Casty jako v pfipadé MTMRSE-EGFP. MTMRS-EGFP stejné jako MTMR6-EGFP lokalizuje
do cytoplasmy a na cytoplasmatickou membranu (Fig. 1A). Ani jeden z téchto proteinti nebyl na rozdil
od MTMRO9-EGFP pozorovan na vaccich a cytoplasma méla témét homogenni charakter. Absence
detekovatelného MTMR6-EGFP nebo MTMRS-EGFP na membranach vackt muaze byt prekvapujici
vzhledem k vyskytu MTMRY a jeho schopnosti regulovat lokalizaci MTMR6 a MTMRS. V pfitomnosti
Ruby2-MTMRY dochézi ke zméné lokalizace MTMR6-EGFP a MTMRS-EGFP na vacky, které se
pohybuji pfevazné anterogradné do Golgi (Doubravska et al., 2020). Detekce transfekovaného
MTMRG6-EGFP a MTMRS-EGFP na vaccich pfi zvySené hladiné Ruby2-MTMRY9 mutze byt dana
schopnosti MTMRY stabilizovat interakéni partnery a lokalizovat je na cilové membrany (Zou et al.,

2012; Doubravska et al., 2020). Absence detekovatelnych vackl v bunkach se zvySenou hladinou
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MTMR6-EGFP nebo MTMRS-EGFP na pozadi pfirozené hladiny MTMR9 muze byt zpiisobena
vysycenim mist vyskytu MTMR6 nebo MTMRS na véccich endogennimi proteiny a nedostupnosti
endogenniho MTMR9 pro transfekované interakéni partnery. Césteéné odlisna lokalizace MTMRG6 a
MTMRS pravdépodobné souvisi s rozdilnymi interakénimi partnery vedle spole¢ného vazebného
partnera MTMRY a naznacuje odlisné funkce téchto katalyticky aktivnich fosfatdz. Lokalizace a
specificka funkce MTMR8 mize byt také ovlivnéna tim, zdali je ve formé heterodimeru

MTMRS&/MTMR9 nebo homodimeru MTMRE/MTMRS (Yoo et al., 2015).

Vychyleni prirozené hladiny MTMRY vede ke zmén¢ lokalizace RAB1A (Fig. 2A,B), markeru ¢asné
sekrece. Pro experimenty byl pouzit exogenné exprimovany RABIA-MYC. V pfitomnosti zvysené
hladiny MTMR9-EGFP se RAB1A-MYC ve velké mife pfesouva z cytoplasmy a Golgi do vacku, na
kterych se nachazi rovnéz MTMR9-EGFP. V bunikach s deletovanym MTMR9 se protein RAB1A-MYC
hromadil pfedevsim v Golgi, IC a ve vaccich pfemist'ujicich se na periferii (Doubravska et al., 2020).
Zajimalo nas, zdali je lokalizace RAB1A ovlivnéna aktivitou MTMR6 a MTMRS, které reguluji hladinu
PI(3)P a PI(3,5)P2 (Zou et al., 2012)

U bunék RPE-1 transfekovanych MTMR6-EGFP nebo MTMRS8-EGFP spolecné s RABIA-MYC
nebyla pozorovana zména v umisténi RABIA-MYC (Fig. 2B). Pfirozena hladina MTMR je v buiice
velice nizka, takze veskeré funkce mohou byt zajistény endogennimi proteiny, a proto zvySeni hladiny
MTMR pomoci transfekce nemuselo mit pozorovatelny efekt. Nasledné jsme se rozhodli hodnotit
lokalizaci RAB1A v buitkich MTMR6KO a MTMR8KO. Vyrazny ptesun vacki obsahujicich RABIA-
NG na periferii jsme u téchto bunéénych linii nedetekovali. Nicméné jsme pozorovali nabohaceni
RAB1A-NG ve vaccich IC a celkové zvyseni poctu téchto vackn v cytoplasmé (Fig. 4A). Kvantitativni
analyza obrazu potvrdila, Ze podil RAB1A-NG detekovaného v Golgi viici RAB1A-NG ve vaccich je u
bunck MTMR6KO a MTMRS8KO nizsi (Fig 4B), ackoliv je Golgi u téchto bunck vétsi nez u bunek WT
(Fig. 6C) (dale v textu). Zvysena lokalizace RAB1A-NG na vacky u bunék MTMR6KO a MTMREKO
muze vypovidat o zméné dynamiky cyklovani RAB1A, ale nemusi nutn¢ znamenat ubytek RAB1A na

Golgi.

Cyklovani proteini rodiny RAB mezi cytoplasmou a membranami je slozity a vysoce regulovany
proces, na kterém se podili mnoho proteinti. Zména lokalizace RAB1A muze byt zpiisobena pfimou
interakci MTMR6/MTMR8/MTMRY9 s RABIA, ale také interakci MTMR6/MTMRS8/MTMRY s
proteiny fidicimi aktivitu a lokalizaci RAB1A (Hutagalung a Novick, 2011) nebo regulaci hladiny PIP
(Mathiowetz et al., 2017). Jiz diive byly popsany slabé vazebné interakce mezi doménou PH-GRAM
proteinu MTMR6 a RAB1B-GDP. Autofi ¢lanku navrhuji, Ze tyto interakce napomahaji lokalizaci
MTMR6 na membrany, kde defosforyluje PIP. Po aktivaci RABIB je MTMR6 uvolnén zpét do
cytoplasmy (Mochizuki et al., 2013). Jelikoz byla in vitro prokazana také vazba RAB1 na PI(3)P

(Mathiowetz et al., 2017), je mozné, ze MTMR6 napomaha snizenim hladiny PIP opétovnému uvolnéni
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RABI1 zpét do cytoplasmy a zarovenl negativn¢ reguluje lokalizaci dalSich proteini RABIA na
membrany. Tim je zajiSténa optimalni aktivita RABI1A a jeho efektord. U bunék MTMR6KO je
negativni regulator deletovan a v disledku toho se zvySuje mnozstvi RAB1-NG na véccich (Fig. 4A).
MTMRS je schopny defosforylovat stejny substrat (Zou et al., 2012) a jeho lokalizace se s MTMR6
castecné prekryva (Fig. 1A), takZe je mozné, ze jsou tyto fosfatdzy pii regulaci lokalizace RABIA
redundantni, a proto je fenotyp lokalizace RAB1-NG u bunék MTMR6KO a MTMRSKO velice
podobny (Fig. 4A). Nicméné PI(3)P je hlavnim substritem MTMRS, ale pozorovany fenotyp byl
vyrazngj$i u bunck s deletovanym MTMRG6 (Fig. 4B), ktery preferencné defosforyluje PI(3,5)P, (Zou et
al., 2012). Schopnost RAB1 vézat PI(3,5)P, in vitro nebyla prokazana (Mathiowetz et al., 2017).

RAB1 V)

+ Se

RAB1 g — RAB1 . RAB1
3

v 7 7

Obrazek 8: MozZny vliv MTMR6 a MTMRS8 na cyklovani RAB1A. 1) MTMR6 a MTMRS8 negativné ovliviuje vazbu
GDF na RAB1A-GDP a tim znemoZriuje vyvdzani GDI. 2) MTMR6 a MTMRS8 pozitivné ovlivriuje vazbu GDI na RAB1-
GDP a udrZuje protein v této podobé v cytoplasmé. 3) MTMR6 v komplexu s RAB1-GDP relokalizuje na membrdny
(Mochizuki et al., 2013), kde je RAB1 aktivovdn a MTMRG6 defosforyluje PIP. PIP miZe byt zapojen do lokalizace
RABI1A (Mathiowetz et al., 2017) nebo GEF na membrdny (Brombacher et al., 2009) a sniZeni jeho hladiny vlivem
MTMR6 podporuje opétovné uvolnéni RABIA do cytoplasmy. 4) MTMR6 a MTMRS8 negativné ovlivriuji GEF bud’
pfimo nebo prostrednictvim sniZovani hladiny PIP. 5) MTMR6 nebo MTMRS8 pozitivné ovlivnuji aktivitu GAP,
RAB1A-GDP je ndsledné uvolnén z membrdny zpét do cytoplasmy pomoci GDI.

Dalsi nami navrhované vysvétleni zmény rozlozeni RAB1A-NG spociva v regulaci lokalizace GEF
prostfednictvim hladiny PIP. U bakterie Legionella pneumophila byla popsana vazba GEF pro RAB1
na fosfatidylinositol (4)-fosfat (PI(4)P) a s mensi afinitou také na PI(3)P (Brombacher ez al., 2009).
Sav¢i proteiny GEF pro RABI, tzv. TRAPP, jsou slozité komplexy a zlistava o nich mnoho neznamého.
Kromé regulace vymény GDP za GTP se mohou podilet na lokalizaci RAB1 na cilovou membranu
(Riedel et al., 2018; Joiner et al., 2021). U Saccharomyces cerevisiea komplex TRAPPIII lokalizuje na
membrany prostiednictvim amfipatického alfa-helixu jedné z podjednotek komplexu. Stabilni asociace
komplexu TRAPPIII s membranou je nezbytna pro mohutnou aktivaci RAB1 (Joiner et al., 2021). Zdali
v asociaci TRAPP u savcich bunék hraji roli také PIP neni zatim zndmo. V pfipadé, ze by k tomu
skutecné dochazelo, by delece MTMR6 nebo MTMRS zpusobila zvyseni hladiny PIP, ¢etnost GEF pro
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RABIA na membrané by vzrostla, coz by vedlo ke zvySené lokalizaci a aktivaci RAB1A-NG na

vaccich.

Zdali hraje roli v regulaci lokalizace RAB1A hladina PIP regulované fosfatdzovou aktivitou MTMR6 a
MTMRS jsme bohuzel nemohli ovéfit. Dostupné sondy PIP nebyly schopné rozpoznat PI(3)P a
PI(3,5)P, na membranach kompartmentt ¢asné sekretorické drahy, kde se RAB1A vyskytuje. To miize
byt zpiisobeno nizkou hladinou téchto PIP na ndmi pozorovanych membranovych kompartmentech nebo

jejich nevhodnosti pro tyto membrany.

V diplomové praci jsme ukazali, Ze se lokalizace RAB1A-NG u bunek MTMRI9KO c¢astecné lisila od
bunék MTMR6KO a MTMRS8KO (Fig. 4A). Navrhujeme, ze by MTMR9 mohl ovliviiovat lokalizaci
RAB1A-NG nezavisle na svych interak¢nich partnerech. Samostatné transfekovany MTMR9-EGFP
vyrazné lokalizuje na vacky IC na rozdil od MTMR6-EGFP a MTMRS-EGFP. V buiice se
pravdépodobné nachazi vice populaci IC, které se 1isi funkci, tvarem, dynamikou a umisténim (Ying et
al., 2000; Sannerud et al., 2006; Marie et al., 2009). Jedna z téchto populaci propojuje perinuklearni
oblast buiniky s periferii. Tato draha nesouvisi ptimo s transportem mezi ER a Golgi a neni senzitivni k
BFA (Sannerud 2006, Marie 2009). Je mozné, ze MTMRY reguluje lokalizaci RAB1A také v této
populaci IC. Po ptidani BFA k bunikam transfekovanym sou¢asné¢ MTMR9-MYC a RAB1A-NG doslo
ke zméné morfologie membranovych struktur pozitivnich na tyto proteiny v perinuklearni oblasti.
Nicméng¢ systém vacki na periferii vyznamné naruSen nebyl (Doubravska et al., 2020). Delece MTMR9
by mohla zptlsobit vychyleni rovnovahy této drahy a ptesun IC pozitivniho na RAB1A-NG na periferii
(Fig. 4A). MTMR6 a MTMRS by naopak mohly hrat Glohu v regulaci RAB1A na IC lokalizovany v
oblasti mezi ER a Golgi (Marie et al., 2009). Dalsi mozné vysvétleni odliSnych fenotypti bunék
MTMRIKO a MTMR6KO/MTMREKO spociva v redundanci MTMR6 a MTMRS a piedpokladu, Ze je
aktivita MTMR6 a MTMRS in vivo z velké miry ovliviiovana ptitomnosti MTMR9 (Zou et al., 2012).
V piipadg, ze je v bunkach deletovan MTMRY, dochazi ke snizeni aktivity a afinity obou katalyticky
aktivnich fosfatdz vici substratu. V disledku toho je distribuce RABI-NG u bunék MTMRO9KO jina
nez u bunck MTMR6KO nebo MTMREKO. V téch se totiz vZdy nachdzi jeden z pln¢ funkcnich
komplexit MTMR6/MTMR9, MTMRE/MTMRY.

V této diplomové praci se ndm podafilo prokazat vliv MTMR6 a MTMRS na lokalizaci RAB1A-NG
(Fig. 4B). U bunék s deletovanym MTMR6 nebo MTMRS dochazi k hromadéni RAB1A-NG ve vaccich
IC, coz bylo popsano také v piipade delece MTMRY (Doubravska et al., 2020). Nicméné zlstava nejasné,
zdali k interakci MTMR6, MTMRS8 nebo MTMR9 s RAB1A dochézi pfimo, prostfednictvim PIP ¢i

néjakého proteinu.

Jelikoz md& MTMRO vliv na strukturu Golgi, zajimalo nés, zdali naruSeni hladiny MTMR6 nebo
MTMRS zpiisobi podobny fenotyp. Ukazalo se, zZe MTMR6 a MTMRS skutecné reguluji kompaktnost
Golgi. Zvysenim hladiny MTMR6, MTMRS8 nebo MTMRY v buiikdch RPE-1 dochazi k zahusténi cis-
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Golgi (Fig. 5A-C). Naopak v buitkich MTMR6KO, MTMR8KO a MTMRIKO se cis-Golgi rozvoliuje
(Fig. 6A-C). Nejvetsi zmeény byly pozorovany v ptipadé vychyleni hladiny MTMR6, méné v piipadé
MTMRS a nejmensi vliv na strukturu Golgi mél MTMRO. Ackoliv se Golgi v bunécnych linii s
deletovanym MTMR9 zvétsilo, nerozpadlo se na vice Casti. To na rozdil od lokalizace RABIA
naznacuje, ze by pro udrzovani struktury Golgi byla podstatna aktivita katalyticky aktivnich fosfataz. Je
znamo, ze struktura Golgi je béhem bunécného cyklu regulovédna fosforylaci a defosforylaci proteint

(Wang et al., 2003). Otazkou ziistdva, jakou roli ve struktufe Golgi hraji kinazy a fosfatazy lipida.

Jednim z divodl rozpadu Golgi mize byt zména rozlozeni RAB1A, kterou jsme popsali u bun¢k s
deletovanym MTMR6, MTMRSE nebo MTMR9 (Fig. 4A). V bunkach MTMR6KO, MTMR8KO a
MTMROIKO ziejm¢ dochazi k procentudlni zméné zastoupeni RAB1A v Golgi vici celkovému
mnozstvi RABIA v bunce, coz by mohlo pfispét nebo byt pfimym divodem zmén struktury Golgi,
nebot’ je RAB1A nepostradatelny pro jeho spravnou strukturu (Alvarez et al., 2003). Nicméné
nejvyraznéjsi zmena lokalizace RAB1A byla pozorovana u bunék MTMRIKO (Fig. 4A), zatimco veétsi
rozvolnéni struktury Golgi bylo u bunek MTMR6KO a MTMR8KO (Fig. 6A-C).

Pro detailnéj$i poznani souvislosti mezi MTMR6, MTMRS8 a RABIA jsme v buiikach s deletovanym
MTMR6, MTMRS a MTMR9 pozorovali Golgi na pozadi zvySené hladiny RAB1A. Predpokladali jsme,
ze pti nadbytku RAB1A se fenotyp Golgi u KO linii pfiblizi opét kontrole, nebot” RAB1A zajistuje
kompaktnost Golgi (Alvarez et al., 2003). V ptipadé bunék MTMR6KO doslo po transfekci RAB1A ke
statisticky vyznamnému poklesu poctu casti a velikosti Golgi ve srovnani s netransfekovanymi buiikami.
Stejny efekt na snizeni poctu ¢asti tvoricich cis-Golgi jsme pozorovali u bunék WT, velikost se vlivem
RABI1A-NG nezménila. Naopak u bunék MTMR8KO a MTMRI9KO ke statisticky vyznamnému
poklesu ptekvapive nedoslo (Fig. 6A,D,E). Vysledky transfekce RAB1A-NG do bunek MTMR6KO a
MTMRSEKO naznacuji nepostradatelnost MTMRS8 pro kompaktaci Golgi prostiednictvim RABIA,
nicméné vétsi vliiv MTMR6 na strukturu Golgi (Fig SA-C, Fig 6A-C) hypotézu ¢astecné rozporuje.
Vysledky podporuji piedstavu o specifickych rolich deletovanych fosfataz.

Jedna z dalSich navrhovanych pfi¢in zmény struktury cis-Golgi u bunek MTMR6KO a MTMRSKO je
interakce mezi MTMR a molekularnimi motory. Molekularni motor dynein, ktery interaguje s proteiny
cis-Golgi, se pohybuje k minus konci mikrotubuli, ¢imZ se nepfetrzit€ podili na lokalizaci Golgi v
blizkosti jadra a jeho kompaktnosti (Hicks a Machamer, 2002; Yadav et al., 2012a). U bun¢k WT se
fluorescencni signal MTMRG6 prekryval s fluorescencnim signalem centrozomu (Fig. 1A-C) a z n¢j
vychazejicich mikrotubull. Po pfidani nokodazolu, inhibitoru polymerace mikrotubuld, doslo nejen k
rozpadu sit¢ mikrotubull, ale také k absenci fluorescenéniho signalu MTMR6 kopirujiciho
fluorescenc¢ni signal mikrotubulil v perinuklearni oblasti (Mochizuki et al., 2013). Proto navrhujeme, Ze
v bunkach MTMR6KO by mohlo dochazet ke zméné funkce dyneinu a naslednému rozpadu Golgi v
disledku ztraty MTMR6. MTMR6 by mohl fungovat jako interakéni partner napomahajici lokalizaci
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dyneinu nebo jako regulator hladiny PIP a zajistovat rozlozeni proteini s doménou vazajici PIP, se

kterymi molekuldrni motory interaguji.

Zmeéna struktury Golgi a lokalizace RAB1 je zajimava z medicinského pohledu, nebot’ byla detekovana
u nekterych neurodegenerativnich onemocnéni (Martinez-Menarguez et al., 2019). U pacientd s ALS
byla popsdna zména lokalizace RAB1 do intracytoplasmatickych inkluzi. V dusledku toho
pravdépodobné dochazi k naruseni transportu vackti do Golgi a Golgi se rozpada (Soo et al., 2015). V
ptipadé PD dochazi k tvorbé Lewyho télisek, ve kterych se akumuluje alfaSyn. U kvasinek akumulace
alfaSyn zpisobuje inhibici transportu mezi ER a Golgi, ktery miZze byt obnoven zvySenou expresi
sav¢iho RAB1 (Cooper et al., 2006). V literatute je také popsana souvislost mezi onemocnénim nervové
soustavy a vyskytem jednonukleotidovych polymorfismi a mutaci v genech MTMRS nebo MTMR9
(Holman et al., 2013; Shi et al., 2020). V diplomové praci jsme ukazali, ze mutace v MTMR6, MTMRS
a MTMRY9 maji vliv na strukturu Golgi a lokalizaci RAB1A (Fig 4A, Fig SA-C, Fig 6A-C).

Jelikoz jsme detekovali zmény v rozlozeni RABIA, kli¢ového regulatoru ¢asné sekretorické drahy, a
rozpad cis-Golgi u bunek MTMR6KO a MTMRS8KO, rozhodli jsme se u téchto bun€k hodnotit také
sekreci. Predpokladali jsme, ze se transport nakladu zpomali, jako tomu bylo u bunék MTMR9KO
(Doubravska et al., 2020). Vliv katalyticky aktivniho MTMR na transport v buiice byl prokazan také pfti
prepravé nakladu z c¢asného endozomu do recykla¢niho endozomu. Snizeni hladiny PI(3)P
prostfednictvim MTM1 umoziuje odstfizeni vznikajiciho vacku od endozomu a jeho putovani k
recykla¢nimu endozomu (Campa et al., 2018). Nicméné pomoci systému RUSH jsme nedetekovali vliv
delece MTMR6 nebo MTMRS na transport (Fig. 7). Proto jsme vyuzili jiny pfistup pro hodnoceni miry

sekrece.

Bunky byly transfekovany ligandem Wnt. Wnt je sekretovan a aktivuje signdlni drahu Wnt v bunkach
STF, které maji stabiln¢ integrovany luciferazovy reportér SuperTOPFlash. Vysledky experimentt
provadénych na buikdich MTMR6KO se liSily v zéavislosti na pouzitém transfekénim cinidle. Ani u
bunécné linie MTMR8KO se ndm nepodafilo objasnit, zdali ke zméné sekrece dochazi. Rozdilné
vysledky mohly byt zplsobeny odliSnou mirou transfekce ligandem Wnt v rdmci jednotlivych
experimentd. Pro odstranéni chyby vnasené odlisSnou mirou transfekce bude vhodné vytvotit bunécné
linie WT, MTMR6KO, MTMR8KO a MTMRIYKO stabilné exprimujici Wnt3A. Wnt3A je uvoliiovan

do média, coz umozni hodnotit mnozstvi Wnt jak v lyzatu, tak v médiu.

Bylo publikovano, ze MTMRS ovliviiuje autofagii a strukturu lysozomalniho systému (Allen et al.,
2020). Dulezitou ulohu v téchto procesech hraje obrat PIP. Membrana autofagozomu je vyznamné
obohacena PI(3)P (Wu et al., 2014), hlavnim substratem MTMRS (Zou et al., 2012), a membrana
lysozomu obsahuje vyznamné mnozstvi PI(3,5)P, (Takatori et al., 2016), hlavniho substratu MTMR6

(Zou et al., 2012). Proto jsme ovéiovali nejen jiz popsané zmeny lysozomalniho systému zpiisobené
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deleci MTMRS, ale zamétili jsme se také na lysozomalni systém v bunikach s deletovanym MTMRG6 a

MTMRY.

Lysozomy se v buiitkach WT nachézeji pfevazné v perinuklearni oblasti, mensi populace lysozomt je
na periferii (Fig. 8A). Umisténi lysozomi stejné jako jejich transport buiikou je z velké ¢asti regulovany
proces, na kterém se podili cytoskelet, molekularni motory, ER (Bonifacino a Neefjes, 2017), malé
GTPazy a jejich efektory (Marwaha et al., 2017). V perinuklearni oblasti, kde je zahusténéjsi sit’ ER,
tvofi lysozomy shluky. Shlukovéani lysozoml v této Casti bunky zvySuje Cetnost fizi s pozdnimi
endozomy a dochazi zde k degradaci materialu (Ba et al., 2018). Ackoliv ma lysozomalni systém bunék
MTMREKO pod fluorescenénim mikroskopem podobnou strukturu jako v buiikdch WT, tak jsme v této
linii detekovali nizsi pocet lysozomi nez v bunikach WT (Fig. 8C), coz je ve shod¢ s publikovanymi
daty (Allen ef al., 2020). Celkova plocha lysozomt v jedné bunce byla v porovnani s buitkou WT také
mensi (Fig. 8D). V bunkaich MTMRIKO byl fenotyp podobny jako v buikich MTMR8KO (Fig. 8A).
Lysozomy byly koncentrované perinuklearné, v bunkach se jich nachazelo méné a zabiraly mensi plochu
(Fig. 8C,D). Pro spravny pribéh autofagické drahy je podstatna role MTMRS jako aktivni fosfatazy
snizujici hladinu PI(3)P (Allen et al., 2020). Podobné hodnoty pro pocet a plochu lysozomt v butice u
MTMREKO a MTMRIKO mohou odkazovat na funkci neaktivni fosfatdizy MTMRO stabilizovat své

interakéni partnery, zvySovat jejich afinitu a aktivitu vii¢i substratu (Zou et al., 2012).

U bunck MTMRO6KO byl na mikroskopickych snimcich patrny rozpad perinuklearniho shluku
lysozomt. Lysozomy byly rozptylené v cytoplasmé a hromadily se na periferii bunék (Fig. 8A). Ackoliv
jsme na zakladé mikroskopickych snimkt predpokladali, ze je lysozoma v buinkdich MTMR6KO vice a
jsou vetsi, v celkové souctu plochy lysozoml na buiiku nebyla zaznamenana statisticky vyznamna
zména ve srovnani s butikami WT (Fig. 8D). Pocet lysozomu se vlivem delece MTMR6 také nezménil
(Fig. 8C). Kolokalizace jadra s lysozomy v téchto bunkach vyznamné poklesla (Fig. 8B), coZ potvrzuje
mikroskopické pozorovani reorganizace lysozomalniho systému u bunek MTMR6KO. Jednim z diivodi
rozpadu perinuklearniho shluku lysozomti u bunék MTMR6KO by mohlo byt naruSeni asociace
molekularnich motori s membranovymi proteiny lysozomd nebo pohybu molekularnich motord po
cytoskeletu. Lysozomy nejsou v burice rozmistény nahodile. Na regulaci lokalizace se podili cytoskelet
a molekularni motory (Bonifacino a Neefjes, 2017). Toto pozorovani podporuje vySe zminénou
hypotézu, Ze k rozpadu cis-Golgi dochazi v diisledku naruSeni interakce mezi molekularnimi motory a
MTMRG6. Dalsim pozorovanim podporujicim souvislost mezi MTMR6 a molekuldrnimi motory je
zmeéna struktury mitochondrialni sit¢ v butkich MTMR6KO (nepublikovand data Mgr. Doubravské,

Ph.D.). Distribuce mitochondrii je také zavisla na cytoskeletu a jeho motorech (Henrichs et al., 2020).

S lysozomy fazuji vacky pochazejici z autofagické, endocytické a fagocytické drahy (Inpanathan a
Botelho, 2019). Naru$eni nekteré z téchto drah mtize vést ke zméné struktury lysozomalniho systému

jakym je zména velikosti nebo poctu jednotlivych lysozomt. Je znamo, Ze se MTMRS podili na
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negativni regulaci autofagické drahy. SniZzeni hladiny MTMRS8 vede ke zvySeni poctu autofagickych
struktur (Zou et al., 2012; Allen et al., 2020). Zaroven nebo v dusledku naruseni autofagické drahy
dochézi u bunék MTMREKO k poskozeni funkce lysozomi (Allen et al., 2020). Pro fuzi autofagozomu
s lysozomem je nezbytna remodelace aktinové sité na lysozomu (Lee et al., 2010; Hasegawa et al.,
2016). Naruseni aktinové sité v buitkich MTMR8KO (nepublikovana data Mgr. Doubravské, Ph.D.) by
mohlo souviset se zménou poctu a celkové plochy lysozomt. Pro samotnou remodelaci aktinové sité je
nezbytnd regulace hladiny PIP. Hasegawa et al. popsali vliv fosfatdzové aktivity INPP5E na lysozomalni
systém u neuronti. Defosforylace PI(3,5)P, prostiednictvim INPP5SE (za vzniku PI(3)P) je nezbytné pro
stabilizaci aktinové sité pomoci kortaktinu (Hasegawa et al., 2016). Je mozné, Ze se na regulaci hladiny
PIP podileji také MTMR6 nebo MTMRS a jejich delece v buiice vede ke zméné struktury lysozomalniho
systému. Odlisny fenotyp lysozomalniho systému bunék MTMR6KO a MTMRSKO opét naznacuje

odlisné role téchto fosfataz.

Do regulace autofagické drahy je zapojen také RAB1 (Zoppino et al., 2010; Mochizuki et al., 2013).
Zmeéna rozlozeni RAB1A v buitkkich MTMR6KO a MTMRS8KO by také mohla souviset se zménou
struktury lysozomalniho systému. RAB1 ma mnoho efektorti, které reguluji transport a fuzi vacku s

cilovou membranou (Hutagalung a Novick, 2011).

MTMR tvoii velice rozsahlou rodinu, kterd zahrnuje katalyticky aktivni Cleny se schopnosti
defosforylovat stejny substrat. Proto je velice zajimava otazka, zdali maji MTMR6 a MTMRS jedine¢né
funkce nebo v bunce vystupuji jako redundantni proteiny. V této diplomové praci jsme ukazali, ze se
MTMR6 a MTMRS8 pravdépodobné v nékterych bunéénych procesech, jakym je regulace struktury
Golgi (Fig. 5,6) nebo lokalizace RABIA (Fig. 4), zastupuji. Dale pro redundanci hovoii i selhani
vytvoreni bunécné linie s dvojitou deleci MTMR6 a MTMRS. Delece MTMR6 vedla u vétSiny
pozorovanych parametrit k vyrazn&jSimu fenotypovému projevu (velikost a pocet Casti cis-Golgi,
rozlozeni RAB1A) nez delece MTMRS, coz mize byt v souvislosti s evoluénim stafim. MTMRS je

evoluén¢ mladsi nez MTMRG6 a hlodavci ho postradaji uplné (Raess et al., 2017).

Kazdy z proteinti zastava v bunce pravdépodobné i jedinecné funkce. MTMRG6 lokalizuje na rozdil od
MTMRS na centrozom (Fig. 1), kde interaguje s jeho proteiny (https://thebiogrid.org/114558) a mohl
by byt zapojen do regulace déleni bunck. Buiiky MTMR6KO se déli pomaleji nez butiky WT. V buiikéch

MTMR6KO byla pozorovana zména struktury a rozloZeni sité¢ mitochondrii (nepublikovana data Mgr.
Doubravské, Ph.D.). U bunek MTMRE&KO bylo netypické usporadani mikrofilament (nepublikovana
data Mgr. Doubravské, Ph.D.). To je v souladu s publikovanymi daty ukazujicimi vliv MTMRS8 na
remodelaci aktinu a vyvoj svalt u zebticky (Mei et al., 2009). Struktura lysozomalniho systému a vliv

zvySené hladiny RAB1A-NG na strukturu Golgi se v butkaich MTMR6KO a MTMR8KO také lisi.
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6. Zavér

MTMR6 a MTMRS patii do jedné z podskupin evoluéné konzervované rodiny lipidickych fosfatdz
MTMR. Jelikoz dosud nejsou spojovany s zadnym monogenn¢ podminénym dédi¢énym onemocnénim,
nebylo jim vénovano tolik pozornosti a zistava o nich stale mnoho neznamého. Cilem diplomové prace
bylo stanoveni vlivu katalyticky aktivnich fosfatdiz MTMR6 a MTMRS8 na fenotypy pozorované u bunck
se zménénou expresi katalyticky neaktivni fosfatazy MTMRO. Zjistili jsme, ze u bunck MTMR6KO a
MTMRSKO dochazi ke zméné procentualniho rozlozeni fluorescen¢niho signalu RAB1A-NG mezi
Golgi a vacky v cytoplasmé se stejnym trendem jako u bunék MTMRO9KO, tedy RABIA je vyrazné
posilen ve vaccich intermedialniho kompartmentu. RAB1A je markerem vackt Casné sekretorické drahy
a je dilezity pro zachovani struktury Golgi, ktera byla u bunécnych linii MTMR6KO, MTMRS8KO a
MTMROIKO zménéna. Pomoci zvolenych pfistupi se nam nepodafilo presvédCivé zhodnotit vliv
MTMR6 a MTMRS8 na sekreci proteinti. Prostfednictvim systému RUSH jsme neodhalili rozdil v
sekreci mezi butkami WT a MTMR6KO nebo MTMRSKO bunikami. Vysledky luciferazového testu
byly pravdépodobné ovlivnény rozdilnou mirou transientni transfekce vektorem nesoucim sekretovany
ligand Wnt. Proto je vhodné pfipravit stabilni linie WT a KO exprimujici Wnt3A. Bunécné linie se
souCasn¢ deletovanym MTMR6 a MTMRS se nam nepodafilo vytvofit navzdory velkému usili. Lze
predpokladat, ze v nékterych bunéénych procesech se MTMR6 a MTMRS zastupuji, nebot’ maji
schopnost defosforylovat stejné substraty. Nicméné c¢asteéné odlisna lokalizace MTMR6-EGFP a
MTMRSE-EGFP naznacuje i rozdilné funkce téchto fosfataz. Také struktura lysozomalniho systému se
v buitkich MTMR6KO a MTMRSKO lisi. Vliv RAB1A-NG na kompaktnost Golgi byl popsan pouze
u bunek MTMR6KO. Pro hlubsi pochopeni vztahu mezi MTMR6, MTMR8, MTMR9 a RABIA by

bylo vhodné monitorovat hladinu PI(3)P a PI(3,5)P, na membranach ptislusnych kompartmentt.

U nékterych neurodegenerativnich onemocnéni byla pozorovana zména struktury Golgi a lokalizace
RABI1. Nicméné ptesné piiCiny vzniku zlstavaji Casto nejasné. Zminéné zmeény byly také vyvolany
zménénou expresi MTMRY a jeho interakénich partnerd MTMR6 a MTMRS. V genech MTMRS a
MTMRY byly detekovany mutace u pacientii s mentalnim onemocnénim. Detailnéj$i popsani regulace
sekretorické drahy a souvislosti mezi jednotlivymi molekulami zapojenymi do sekrece by mohlo vést k

objasnéni pficin vzniku neurodegenerativnich onemocnéni.
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