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Abstrakt

Orientovany rist bun¢k je dilezitym procesem pro spravny vyvoj tkani, pii kterém dochazi
k regulovanym zméndm bunécnych tvard. Dulezitou roli vtomto mechanismu hraje
remodelace cytoskeletalnich elementl v rostoucich ¢astech bunky, kterd je regulovana mnoha
extracelularnimi 1 intracelularnimi faktory. Tato prace se zabyva orientovanym rastem bunék
mimo nervovou soustavu u modelového organismu Caenorhabditis elegans, konkrétné riistem
vylucovaci kandlové bunky a invazi buniky kotevni. Mechanismus rastu vyluovaci buiiky se
castetn¢ podoba riustu neuronti, navic vsSak obsahuje jedineény mechanismus ristu
prostfednictvim zvétSovani intraceluldrniho lumen. V ptipadé¢ kotevni bunky ristové
mechanismy podporuji poruseni bazdlni membrany a invazivni chovdni podobné chovani
rakovinnych bunék. Mechanismy ristu téchto bunék tak mohou slouzit i jako model pro nékteré
lidské patologie jako jsou cystickd onemocnéni ledvin, nebo metastdzy rakovinnych bunék, a
proto by dalsi studium v této oblasti mohlo vést k ziskani novych poznatki o téchto nemocech.
Na konci prace jsou déle stru¢né popsany dal$i non-neurondlni buiiky modelového organismu

C. elegans, u nichz se orientovany rust objevuje.

Kli¢ova slova: rist bunck, vylucovaci kanalova buiika, kotevni buiika, signalizace, cytoskelet



Abstract

Oriented cell growth is an important process for regular tissue development, in which regulated
changes in cell shapes occur. An important role in this mechanism is played by remodelling of
cytoskeletal elements in the growing parts of the cell, which is regulated by many extracellular
and intracellular factors. This bachelor's thesis is focused on oriented non-neuronal cells growth
in the model organism Caenorhabditis elegans, specifically the growth of the excretory cell and
the anchor cell invasion. The growth mechanism of the excretory canal cell is in many aspects
similar to growth of neurons, however it also involves a unique mechanism of growth through
extension of an intracellular lumen. In case of the anchor cell the growth mechanisms support
the basement membrane disruption and invasive behavior reminiscent of metastatic cancer
cells. Regulation of growth of these two cells thus could serve as a good model for human
pathologies such as cystic kidney disease or cancer cell metastasis, and therefore further study
in this area could lead to new insights into these diseases. At the end of the thesis, other non-

neuronal cells with oriented growth in the model organism C.elegans are briefly described.
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Uvod

Bunéény rust je dilezitym faktorem pro sprdvny vyvoj organismu. Zahrnuje dva hlavni
mechanismy, samotny rist, kdy dochazi k hromadéni bunééné hmoty, a bunécnou proliferaci,
kdy dochézi k bunéénému déleni. Ackoliv jsou tyto mechanismy vzajemné propojené, mohou
fungovat i nezavisle na sob&. Naptiklad postmitotické neurony mohou riist, aniz by dochazelo
k jejich d¢€leni, a oplozené vajicko se déli, aniz by dochazelo k jeho rustu (Lloyd, 2013).
Vyslednd velikost bunék je urCovana jak rovnovédhou mezi ristem a délenim bunck, tak
intracelularni 1 extraceluldrni signalizaci (Conlon et al., 2001). Zatimco buiiky rliznych typtl se
ve své velikosti mnohdy vyrazné odliSuji, buiiky stejného typu maji tendenci udrzovat si
velikost konstantni. Mezi dal$i mechanismy bunééného rtistu je mozné zahrnout také bunéénou
migraci, diferenciaci a bunéfnou smrt. (Carmona-Fontaine, Matthews a Mayor, 2008;
Sivakumar a Kurpios, 2018). Tato prace se vSak t€émito mechanismy nebude zabyvat. Bude

zamétena pievazné na orientovany rist bunék, pii kterém dochazi ke zméndm jejich tvaru.

V orientovaném ristu maji dalezitou ulohu cytoskelet a regulatory cytoskeletalni dynamiky,
jejichz funkei je regulovat navigaci cytoskeletu v rostouci ¢asti bunék a koordinovat
cytoskeletalni prestavby. Tyto regulatory jsou spojené s aktinovymi vldkny, mikrotubuly i
s intermedialnimi filamenty. Asi nejlépe popsanym modelem pro orientovany rist bunék je rtst
neuronalnich vybézki. Probiha ve tfech stidle se opakujicich fazich, kdy nejprve dochazi
k protruzi, pii které filopodia a lamelipodia bohata na aktin za¢nou vy¢nivat z rostouciho okraje
buiikky. Protruze je regulovana pomoci chemotaxe. Chemoatraktant slouzi k navadéni
polarizované¢ho riistového kuzele, bohat¢ého na F-aktinova vldkna a protruze je tak
upfednostiiovana na té stran¢, na kterou chemoatraktant piisobi. Nasleduje invaze mikrotubuld
a vackovy transport, smérovany do rostouciho okraje buniky. Posledni fazi je ustaleni, kdy je
rostouci SpiCka stabilizovdna pomoci depolymerace kortikdlniho aktinu a smr§ténim
plazmatické membrany kolem mikrotubulovych vldken. V ramci stabilizaéni faze dochazi takeé

k ustanoveni obousmérného transportu (Goldberg a Burmeister, 1986; Dent a Gertler, 2003).

Orientovany rust v§ak neni omezen jen na neuronalni buiiky. Ackoliv je rist neurond dobrym
modelem pro orientovany rast bunék, tato prace se bude zabyvat mechanismem orientované¢ho
rustu v non-neurondlnich bunikdch modelového organismu Caenorhabditis elegans. Vyhodou
studia orientovaného rstu v had’atku jsou podrobné znalosti o chovéani bun€k v pribéhu vyvoje
tohoto organismu a také moZznost pozorovat ristové procesy uvnitf jedince v podminkach, kdy

je buiika obklopena svym pfirozenym prostiedim.



1 Modelovy organismus Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (Had’atko obecné) je modelovym organismem, vyuzivanym zejména
pro studium molekularni biologie, neurobiologie a vyvojové biologie. Jedna se o volné Zijici,
nepatogenni hlistice, které se zivi pfevazné bakteriemi. Mezi jejich prednosti patii mala
velikost, kratky zivotni cyklus, snadna reprodukce a levnd kultivace. V laboratornich
podminkach jsou kultivovany na agarovych miskéch s bakteriemi Escherichia coli pti teploté
kolem 20 °C. V roli modelového organismu had’atko poprvé vyuzil Sydney Brenner, ktery se
zabyval mapovanim mutantl C. elegans a vysledky své prace publikoval v roce 1974 (Brenner,

1974).

1.1 Anatomie

Jedinci C. elegans maji nesegmentované, bilateralné soumérné, transparentni t€lo a dospélci
dosahuji délky piiblizné¢ 1 milimetr. NejCastéji se vyskytuji jako hermafroditi, ojedinéle se

v populaci mohou objevit i samci.

Télni sténa a travici soustava jsou oddéleny télni dutinou pseudocoelom, kterd je vyplnéna
tekutinou a slouZi jako hydrostaticka kostra. Vnéjsi ¢ast téla je tvotena kutikulou, hypodermis,
vylucovacim systémem, nervovymi buitkami a svaly. Nervova soustava je tvofena nervovym
prstencem, ktery je spojeny s dorzalnim a ventralnim nervovym vldknem. Vnitini ¢ast tvori
hltan, stfevo a gonady. Hadatka nemaji dychaci a ob&hovy systém (Altun a Hall, 2006;
viz Obr. 1).

A

. Dorzalni nervové viakno
Nervovy prstenec Spermatéka V']

Ventralni nervové vidkno Gonada

Embrya

Samdci ocas
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Obrazek 1: Anatomie C. elegans, A-hermafiodit, B-samec, prevzato:

(WormBook - http://www.wormbook.org/chapters/www_celegansintro/celegansintro_fig3.jpg) a upraveno



1.2 Embryonalni a postembryonalni vyvoj

Pti optimalnich podminkéch trva zivotni cyklus C. elegans ptiblizné 3,5 dne. Béhem této doby
dojde k vyvoji embrya v dospélce. V prubéhu embryonalniho stadia dochazi k regulovanému
déleni bunék a vzniku bunéénych linii, ze kterych poté vznikaji jednotlivé orgédny. Béhem
postembryonélniho stadia jedinec prochazi vyvojem pres larvalni stddia L1-L4 az do

reprodukce schopného dospélce.

C. elegans ma tzv. mozaikovy (determinacni) vyvoj. Ma presné definovany pocet bunck, kde
kazda buiika mé pfedem danou trajektorii a umisténi na konci vyvoje. V prvni fazi buné¢ného
déleni vznika Sest kmenovych bunék, které se dale déli a daji vzniknout budoucim orgédntiim.
Bunécéné linie jsou oznac¢ovany jako AB, C, D, E, MS, P4 a G (Deppe et al., 1978). V ramci
casného embryonalniho vyvoje také dochazi k oddéleni pohlavni linie. Embryogeneze trva
priblizn¢ 16 hodin a je ukoncena ve stadiu 556 somatickych a 2 primordialnich zarodecnych

bunék.

V prubéhu postembryonalniho vyvoje dochazi k dalsimu bunéénému déleni, migraci bunék a
apoptdze. V prabchu L2 stadia také dochazi k rozrtiznéni hermafroditti a samct, kteti doposud
méli podobnou strukturu. Postembryondlni vyvoj je ukoncen stddiem dospélce, ktery ma
959 somatickych bun¢k v pfipadé hermafrodita a 1031 somatickych bunék v pfipadé samce

(Sulston a Horvitz, 1977).

V pribéhu vyvoje mizZe také dojit k pozastaveni a vytvofeni stadia dauer. Jedna se o stadium
dormance, do kterého mtize pejit L2 larva. Ve stadiu dauer dochazi k omezeni piijmu potravy,
pozastaveni ristu a omezeni pohybu v postembryonéalnim vyvoji. Toto stadium je reverzibilni
a je tvofeno na zakladé neptiznivych vnéjSich podminek, jako je nedostate¢né mnozstvi potravy
v podobé bakterii, nebo vykyvy teploty mimo optimalni hodnoty (15 — 25 °C) (Cassada a
Russell, 1975).



2 Vylucovaci kanalova bunika

Prvni buiikou, jejiz vyvoj a rist bude podrobnéji popsan, je jedna z bun€k vylu¢ovaci soustavy,

takzvana vyluCovaci kanalova burka.

2.1 Vylucovaci soustava C. elegans

Vylucovaci soustava C. elegans je tvorena jemnou tubulérni siti, a mezi jeji hlavni funkce patii
sekrece a osmoregulace. Jednotlivé tubuly jsou S$iroké 1-2 um a dlouhé 100-1000 pm
(Nelson a Riddle, 1984; Lubarsky a Krasnow, 2003). Cely systém se skladd ze tfech
osmoregulacnich bunék, dvou piidruzenych neuront a vylucovaci zlazové buiky, kterad je
tvofena dvoujadernym syncytiem. Jadra osmoregulacnich bunék jsou lokalizovana v oblasti
hlavy jedince a bunky se nachédzeji na ventralni stran¢ hltanu a stfeva, tésné za faryngealné-
intestinalni chlopni. Mezi osmoregulacni buniky se fadi pérova bunka, kanalek a vylucovaci
kanalova bunka. Jednotlivé osmoregulacni bunky vznikaji odliSnym mechanismem

(Sundaram a Buechner, 2016; viz Obr. 2).

Dorsal —

Vyluéovaci kanaly

por Spojeni s kanalkem

Obrazek 2: Vylucovact soustava C. elegans, prevzato: (Buechner, 2002) a upraveno

Poérova buiika je epidermalni bunka, tvotici vyusténi vylucovaci soustavy na povrch zvifete,
ktera spojuje kandlek s télni kutikulou. Dals§i osmoregulacni buiikou vyluCovaci soustavy je
kanalek, ktery tvoii spojeni mezi poérovou buiikou a vylucovaci kandlovou buiikou. Na urovni
spojeni kanalku a kanalové vyluCovaci bunky se také nachdzi dvoujaderna zldzova buiika,
vznikajici sristem dvou Zlazovych bun€k do tvaru pismene A (Kenneth Nelson, Albert a

Riddle, 1983).

Posledni osmoregulacni buiikkou je vyluCovaci kandlova bunka, jejimz vznikem se bude
podrobné zabyvat cela tato kapitola. Vylu¢ovaci bunka je spojena s kanalkem a pérem, ¢imz

tvoii systém pro odvadéni piebyte¢nych tekutin z té€la. Mezi jeji hlavni funkce tak patti sekrece
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a osmoregulace (Sundaram a Buechner, 2016). Jedna se o nejvetsi mononuklearni bunku
had’atka ve tvaru pismene H, kterd je tvofena dvéma bezeSvymi tubuly na kazdé stran¢ téla a
spojnici nachazejici se ventralné v oblasti hltanu. Tato spojnice je tvofena télem buiky, jehoz
soucasti je 1 bunécné jadro. Dva pary vylucovacich kanala se tdhnou bilateraln€, anteriorné a
buniky, smérem ke konciim se zuZzuje a anteriorni kandly jsou krat$i a uz$i nez kandly
posteriorni. Lumen kandlii je dale obklopen malymi kanalky (takzvané kanalikuly), které

zvetsuji apikalni povrch.

Bunka vznika z bunécné linie AB uz v pribéhu embryogeneze a své plné délky dosahne
po 12 hodinach od wvylihnuti, v poloviné L1 stiddia, kdy saha od anteriorniho konce
k posteriornimu konci zvifete na Uroveil konecniku (Sulston et al., 1983). V dalSich
vyvojovych stadiich uz burika roste spolecné s jedincem a zvétSuje se z 300 pm v L1 stadiu na

1 mm ve stadiu dospé€lce (McShea et al., 2013).

Na riistu vylucovaciho kandlu se podileji dva mechanismy — lumenogeneze a navadéni rostouci
kanalové Spicky. Zatimco lumenogeneze je neorientovany proces, kdy lumen kanalu vznika
mechanismem vyhloubeni endotelidlnich bun€k a naslednym splynutim vacku, prodluzovani
rostouci Spi¢ky kandlu je orientované a vysoce regulované za pomoci signalizace. Takto
vznikajici tubuly jsou bezeSvé a apikalni a bazalni povrch jsou od sebe zcela oddéleny. Apikalni
povrch kanélu je exponovany smérem do lumen, bazalni povrch smérem k ostatnim tkdnim a
povrchy se 1isi mimo jiné i v odlisné rychlosti riistu. Jediny Sev, ktery je soucasti této bunky se
nachdzi v misté¢ spojeni buiky s kanalkem a vylucovaci Zldzovou bunkou (Sundaram a
Buechner, 2016). Jako bezesvé tubuly se formuji naptiklad i kapilary v cévnim systému
obratlovei (Bar, Giildner a Wolff, 1984), termindlni trachedlni buiky u
Drosophila melanogaster (Maruyama a Andrew, 2012) nebo pylové 14¢ky u rostlin. Vznik a
vyvoj kanalové bunky poskytuje jednoduchy model pro tubulogenezi a regulaci priméru

tubulu.

2.2 Osmoregulace

Kandlova burika je dulezitym osmoregula¢nim a sekre¢nim organem. Jedinec pfijima vodu
nepretrzit¢ skrz kutikulu a podkozi. Prebytecnd voda je pak shromazd’ovana uvniti kanalt
vylu€ovaci buniky a vnitini hydrostaticky tlak a osmolarita jsou regulovany rychlosti proudéni
vody v kandlech. Piebyte¢na voda poté proudi z kanalt do kanalku a prostfednictvim poéru je

vylucovana z téla ven.



U stadia dauer byla navic pozorovéana pulzace kanali vyluCovaci bunky, coz je piisuzovano
zvysené potiebé regulovat mnozstvi vody v téle v pribéhu vyvoje jedince. Zvysena aktivita
vylucovaci bunky spolu se zaSkuby hltanovych svalt a otevieni stfevniho lumen jsou prvnimi
znamkami toho, Ze probiha nastartovani vyvoje po klidovém stadiu. K dalsi pulzaci kanalu
mize dochazet také v L3 vyvojovém stadiu a v piipadé zmény tonicity média. Cim vice
hypotonické médium je, tim rychleji kanal pulzuje. Pulzace kanalti v§ak byly pozorovany pouze
u larvalnich stadii, u dospélcii pulzace pozorovana nebyla (Kenneth Nelson, Albert a Riddle,

1983; Ghosh a Sternberg, 2014).

2.3 Vyvoj vylucovaci kanalové buriky
2.3.1 Specifikace kanalové buiiky — Notch signalizace

Pro vznik kanélové buniky je nezbytna signalizace zprostfedkovana signalni drahou Notch, ktera
probiha jiz v pribéhu embryogeneze. U C. elegans se vyskytuji dva transmembranové Notch
receptory, GLP-1 a LIN-12, jejichZ uvoliiovani je regulovano navdzanim ligandu, kterym je
v ptipadé had’atka LAG-2. Pfi signalizaci tak jedna buiika exprimuje receptor, druha ligand a
pti jejich spojeni dojde ke spusSténi série Stépeni. Timto Stépenim je nasledné uvolnéna
intracelularni doména receptoru, ktera vstoupi do jadra bunky a aktivuje tam genovou expresi
ve spojeni s DNA-vazebnym proteinem LAG-1 (Wilkinson, Fitzgerald a Greenwald, 1994;
Artavanis-Tsakonas, Rand a Lake, 1999; Priess, 2005).

Notch signalizace plisobi v n¢kolika fazich. V prvni a druhé fazi déleni vznikaji nejprve dvé
buitky AB a P1, které se ndsledn¢ deli. Buiika AB se déli podél pii¢né osy a jedna z dcefinych
bunék je vzdy posunuta smérem anteriorné, znaci se ABa a druhé dcefina burka je posunuta
posteriorné a zna¢i se ABp. Po sérii nékolika dalSich dé€leni jiz Notch signalizace zajistuje
specifikaci vyluCovaci bunky, ktera je produkovana jednim z potomki buiiky AB, ABplpapp.
Kandlova burika je déale zdrojem ligandu LIN-3/EGF, ktery dale pfispiva také k aktivaci Ras
signalni drahy. Ras signalizace slouZi ke specifikaci lokalizace bunék a urcuje identitu tubuld a
pori. Notch i Ras signalizace tak funguji postupné pii vyvoji vylucovaci soustavy C. elegans
(Abdus-Saboor et al., 2011). Vylu€ovaci butika chybi jak u dvojitych mutanti glp-1 a lin-12,
tak u mutantt /ag-2 nebo lag-1, jejichZ funkce se piekryvaji (Sulston et al., 1983; Priess, 2005).



2.3.2 Orientovany rist kanalové buiiky

Rust kanalové builky je regulovany proces, ktery je zajistovan dvéma hlavnimi mechanismy.
Prvnim z nich je tvorba lumen, kterd ackoliv se podili na elongaci kanalli, neni sama o sobé
vyslovené orientovanym rastem, ale vzhledem k tomu, Ze k orientovanému rdstu vyznamné
ptispivan bude podrobnéji popsana. Druhym mechanismem je prodluzovani a navigace rostouci
Spicky kanalu, ktera je orientovana a dochézi pomoci ni k navadéni rostouciho kanélu spravnym

smeérem.

2.3.2.1 Navigace Spicky kanalu

Orientovany rist $picky kandlu je prvnim z mechanismi podilejicich se na komplexnim vyvoji
kanalové bunky. Hlavni roli v prodluzovani kanalu maji aktinova filamenta, akumulovana ve
$picce rostouciho kanalu, mezi bazalni a apikalni membranou. Shluk F-aktinovych filament je
orientovan ve sméru rustu Spicky. Dale je v ristové Spicce lokalizovano také mikrotubuly
organizujici centrum (MTOC), ze kterého mikrotubuly vyristaji. Ty jsou naopak nasmérované
vuci télu kanalové bunky a tdhnou se bazolateralné podél lumen (Shaye a Greenwald, 2015;

Sundaram a Buechner, 2016; viz Obr. 3).
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Obrazek 3: Struktura a organizace rostouctho kandlu vylucovact buriky. Apikalni membrana rostouctho kandlu je hojné
obklopena kanalikudarnimi vacky, obsahujicimi V-ATPazu a aquaporin AQP-8, a cytoskeletalnimi elementy, které zahrnuji
aktinova filamenta, mikrotubuly i intermedidlni filamenta. Aktinovy cytoskelet je mimo apikalni membranu lokalizovany také
v rostouct Spicce kandlu, kde se vyrazné podili na orientovaném ristu. Zatimco mikrotutbuly a aktinova filamenta jsou
vzajemné propojena pomoct forminu EXC-6, funkci ERM-1/moesinu a SMA-1/f-spektrinu je stabilizace aktinu na apikalni

membrané. prevzato.: (Sundaram a Cohen, 2017) a upraveno



Kanaly vylucovaci buniky musi byt navadény tak, aby vristaly mezi hypodermalni bunky a
bazalni membranu, kterd oddé€luje hypodermis a t€lni dutinu pseudocoelom. Spojeni kandlové
buiikky s hypodermalnimi bunkami tak umoziuje spravny rist kanalu, ktery je praveé
hypodermalnimi buikami podporovan.(Suzuki et al., 2001). Ackoliv jsou kanaly po cely Zivot
spojeny s hypodermis, tyto spoje se starnutim jedince slabnou. Ve staii tak muze dojit
k oddéleni Spicky kandlu od podkozi, coz vede ke =zkriceni vylucovaciho kanalu

(Buechner, 2002).

Neni zndmo mnoho extracelularnich navadécich faktort, které by ur¢ovaly smér rtistu kanalu.
Jako takovy navadéci faktor slouzi naptiklad netrin UNC-6 a jeho receptor UNC-5, které tidi
navigaci dorzélniho rastu kanalti (Hedgecock et al., 1987; Hedgecock, Culotti a Hall, 1990;
Merz et al., 2001). U jedinch nesoucich mutaci v genu /in-17 koédujicim homolog receptoru
Frizzled dochazi k pteriistani kanalu do $picky ocasu, kam za normalnich okolnosti nezasahuje
(Hedgecock et al., 1987). To naznacuje, Ze na navigaci kandlu by se mohla podilet i Wnt
signalni draha, nicméné u zadné¢ho z Wnt mutantti dosud nebyl popsan fenotyp spojeny s rtistem
kanall. Pro navigaci jsou dale nezbytné slozky extracelularni matrix, zejména lamininy EPI-1
a LAM-1 (Zhu et al., 1999; Hutter et al., 2000). Zastaveni ristu kandlu bylo pozorovéno také
v ptipadé¢ mutace v integrinu PAT-3 (Hedgecock et al., 1987), ktery slozky extracelularni

matrix rozpoznava.

2.3.2.2 Lumenogeneze

Lumenogeneze je druhym z mechanismti, podilejicich se na riistu vylucovaci kanalové bunky.
Nejprve dojde kiniciaci tvorby lumen, a nasledné k jeho expanzi jednak zvySenym
hydrostatickym tlakem, jednak kontinudlnim vezikularnim transportem, kdy se vacky spojuji

s apikalni membranou a tim lumen rozsituji. (Khan et al., 2013; Armenti, Chan a Nance, 2014).

Lumen kandli vylucovaci buiky vznikd pravdépodobné mechanismem vyhloubeni
(cell hollowing). Jedna se o proces, kdy burka internalizuje svou plazmatickou membranu za
vzniku vnitfnich vacka, které pozdéji splynou a vytvofii intracelularni, apikalni doménu tubulu.
Pii vzniku lumen dochazi ke splyvani jak endocytickych vackl, které jsou odvozené
z plazmatické membrany, tak exocytickych vackl, odvozenych z Golgi (Kamei ef al., 2006;
Sundaram a Cohen, 2017). Tento mechanismus vyhloubeni funguje jak na tirovni jedné buiiky,
kdy dochazi ke vzniku vyluc¢ovaci kanalové bunky, tak miize pieklenovat 1 vice spojenych

bunék, jako naptiklad pti vzniku mnohobunéénych cév obratlovet (Jewett a Prekeris, 2018).



Ptfed dalSim rGstem lumen vyluCovaciho kanalu musi nejprve dojit k ustanoveni apikalné-
bazélni polarity, kdy se apikalni strana kanalu nachéazi uvnitt buniky. Polarita je ustanovena za
pomoci intracelularniho vezikuldrniho transportu a apikdlni membrana je tak nasmérovéana
spravnym smérem pro rist lumen. K nartistani lumen do délky a Sifky dochéazi postupnym

splyvéanim vackul s apikalnim povrchem (Gervais a Casanova, 2010).

Neni zcela ziejmé, odkud piesné pochdzeji vacky, které zahajuji tvorbu lumen. Nekteti autofi
piedpokladaji, ze by se mohlo jednat o vacky vzniklé pinocytdzou (Berry et al., 2003). Jakmile
je vsak zéklad lumen vytvoien, pokracuje lumenogeneze tubull tak, ze specializované vacky
na apikdlnim povrchu zfuzuji za pomoci proteini PAR a komplexu exocyst (Armenti, Chan a
Nance, 2014). Exocyst je proteinovy komplex slozeny z osmi podjednotek (EXOCI1-8) a jeho
funkci je zacileni sekre¢nich vackl na plazmatickou membranu pied fuzi, kterd je
zprostiedkovdna V-SNARE a T-SNARE proteiny (Waters a Hughson, 2000; Liu a Guo, 2012;
Wu a Guo, 2015). Aktivatorem komplexu exocyst je GTPaza RAL-1, ktera je lokalizovana
v exocytickych vaccich a tidi tak apikalni fizi vacka potiebnych pro tvorbu lumen. RAL-1 se
tak podili jak na fuzi vacki s plazmatickou membranou, tak na jejich tvorbé (Hyenne ef al.,
2015). Ztratou RAL-1 nebo ztratou komplexu exocyst je riist lumen inhibovan a k jeho vyvoji
nedochazi. Dale jsou RAL-1 a komplex exocyst nezbytné 1 pro spravny vyvoj larev a pro
osmoregulaci. Komplex exocyst je uvnitt vylu¢ovaciho kanalu a dalSich polarizovanych bunék
lokalizovan spole¢né s proteiny PAR (PAR-3, PAR-6 a PKC), které zprostfedkovavaji
samotnou polarizaci. Protein RAL-1 tak rekrutuje komplex exocyst do membrany, zatimco
proteiny PAR sméfuji membranové lokalizované proteiny komplexu exocyst do polarizované

domény (Armenti, Chan a Nance, 2014).

Mezi dalsi faktory podilejici se na vzniku a rozsifovani lumen se fadi endozomadlni transport a
lumendlni tok. Endozomalni transport je =zajiStovan pomoci endozomalnich vacku.
V lumenogenezi vylucovacich kandlii funguje nékolik populaci endozomli — endozomy
obsahujici GTP4azy RAB-5, RAB-7 nebo RAB-11. Pokud je exprese GTPaz naruSena RNA
interferenci, lumenogeneze a expanze lumen jsou inhibovany (Khan et al., 2019). RAB-5 znaci
casné endozomy, RAB-7 pozdni endozomy a RAB-11 recyklacni endozomy (Chavrier et al.,
1990; Mattingly a Buechner, 2011). DalSim ddlezitym faktorem je lumenalni tok, ktery
podporuje expanzi lumenédlni membrany. Aktin-vazajici protein ERM-1 piechodné pfitahuje
k membrané vacky obsahujici aquaporin AQP-8. Ackoliv genom C. elegans koduje jedenéct
ruznych aquaporinit (AQP 1-11), ve vyluCovacim systému had’atka byla detekovana pouze

exprese AQP-8 (Mah et al., 2007). Po vlozeni AQP-8 do apikalni membrany dojde k toku vody
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do lumen, ¢imzZ se zvysi hydrostaticky tlak a je podporovano roztazeni lumen (Khan et al.,
2013). Zatimco dodavani lumendlni membrany je zajiStovano endozomalnimi vacky,
translumenalni tok je zajisStovan vacky kanalikuld, které obsahuji AQP-8. Oba tyto procesy jsou
zavislé na ERM-1 (Khan et al., 2019). Jakmile jsou kanaly vytvoieny, do prodluzovani je

zapojena 1 fada dalSich transportnich proteint.

2.3.2.3 Koordinace apikalniho a bazalniho ristu

Jelikoz apikalni a bazalni membrana vylucovaci kanalové buiiky jsou oddélené, je oddéleny i
jejich rast. Nejprve dochézi k riistu vnéjsi (bazalni) membrany, ktery je analogicky rastu
axonalniho kuzelu, a az pozd¢ji dochazi vlivem osmoregulacni aktivity a vezikularniho
transportu 1 k rozSitovani lumendlni (apikdlni) membrany. Jelikoz riist Spicky kanalu ptedchazi
ristu lumen, vyristajici kanal zpoc¢atku lumen postrada a bazolateralni povrch ,,pfedbiha“ o
nékolik mikrometr povrch apikalni. Jakmile vSak dojde k vytvofeni bazalni a apikalni
povrchové membrany, prodluzuji se jiz spolecné i piesto, Ze nemaji zddnou laterdlni membranu,

ktera by je spojovala (Gervais a Casanova, 2010; Kolotuev et al., 2013).

Hlavnim faktorem zajist'ujicim koordinaci ristu apikalni a bazalni membrany je EXC-5, protein
zrodiny FGD Rho GEF faktorli, jehoZz funkci je zajistit spravné umisténi cytoskeletalnich
elementil a vyrovnavat tak rist cytoskeletu na obou povrsich. EXC-5 pisobi v signalni draze
s faktorem CDC-42, kdy pfi vysoké aktivit¢ EXC-5 dochazi k aktivaci CDC-42, coz vede ke
stimulaci rastu apikalni membrany. Pokud je aktivita EXC-5 nizka, dochazi k inhibici CDC-42
a ke stimulaci rlstu bazalni membrany (Suzuki ef al., 2001; Buechner, 2002; Mattingly a

Buechner, 2011).

Dals§im faktorem podilejicim se na koordinaci riistu apikalni a bazalni membrany na Spicce
kanalu je formin EXC-6. Ten spolecné s cytoskeletdlnimi vlakny slouZzi k propojeni apikélni a
bazalni membrany. Mezi jeho hlavni funkce patii nukleace bazolaterdlné¢ lokalizovanych
mikrotubuld a akumulace F-aktinu na rostouci $picce kanalu, kde aktin pomaha vytlacovat
bazalni membranu vpied. Mutanti v genu exc-6 vykazuji jedine¢ny fenotyp zkracenych kanala,
které obsahuji vice souvislych lumen normdalniho priméru (Buechner et al., 1999; Shaye a

Greenwald, 2015).
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2.3.3 Cytoskelet a jeho role v ristu vyluéovacich kanali

Klicovou roli pfi orientovaném riastu vylucovaci kanalové bunky hraje cytoskelet, ktery se
podili jak na prodluzovani a navigaci bunécnych kanall, tak na vzniku a stabilizaci struktury

lumen. Je také urcujicim faktorem tvaru a priméru vylucovaci bunky.

Cytoskeletalnimi elementy podilejicimi se na prodluzovani rostouci Spi¢ky jsou aktinova
filamenta, akumulovana v rostouci Spi¢ce a mikrotubuly lokalizované podél lumen vylucovaci
buiiky. Aktinova filamenta ve Spi¢ce rostoucich kanald ptisobi pomoci mechanismu opakované
polymerace a depolymerace aktinu, pfi které dochazi k vytlacovani rustové $picky kanalu a tim

padem k jeho rastu (Sundaram a Buechner, 2016).

ey e

zahdjeni tvorby lumen je potfeba perilumenalni aktin ACT-5. Pro jeho prodluzovéani je
vyzadovana role mikrotubuli tvofenych a a B tubulinem, a role proteini intermedidlnich
filament IFC-2, IFA-4 a IFB-1. Kazda z téchto tii slozek cytoskeletu ma svoji funkei a spole¢né
spolupracuji na tvorb¢ a nasledném prodluzovani lumen (Khan ez al., 2019). Aktinova filamenta
a mikrotubuly pfivadéji endozomalni a kanalikularni vacky do lumen, kde je jejich fuze
v pfipadé endozomii a dokovani v pfipadé kanalikuldrnich vackt prostorové regulovana
intermedidlnimi filamenty (Schottenfeld-Roames a Ghabrial, 2012; Khan et al., 2019).
V kanalové bunice jsou exprimovany tfi proteiny intermedialnich filament, IFC-2, IFA-4 a
IFB-1. Jsou exprimovany na apikdlni stran¢ kanalti a poskytuji bunice mechanickou oporu.
Mutace v genech ifc-2, ifa-4 a ifb-1 mohou vyvolat fenotyp zkracenych vylucovacich kanala
s cystami naplnénymi tekutinou a ¢aste¢nou ztratou aktinu v apikalni ¢asti kanalu (Al-Hashimi

etal.,2018).

S funkci cytoskeletu jsou spojeny také faktory zprostfedkovavajici pienos informace
z receptorti zachycujicich navadéci molekuly praveé na cytoskeletdlni vldkna. Tyto regulatory
jsou spojené s aktinovymi vldkny, mikrotubuly i s intermedidlnimi filamenty. Takovym
regulatorem je u C. elegans napiiklad UNC-53, ktery slouZi k pfichyceni polymerujicich
mikrotubuli a aktinovych filament v rostouci oblasti buniky, ¢imZ podporuje stabilizaci
bunééného ristu prevazné v anterior-posteriornim sméru. UNC-53 také propojuje UNC-5 a
UNC-40, coz jsou receptory pro netrin UNC-6, s intraceluldrnim cytoskeletem. NaruSeni
exprese unc-353 vede k narusSeni anterior-posteriorniho rlstu v bunkach, ve kterych je gen
exprimovan, vcetn¢ vyluCovacich kandlli. Naopak nadmérnd exprese unc-53 vede

k prehnanému ristu bunék. UNC-53 ma také své obratlovéi homology, neuronalni navigatory
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NAV-1,NAV-2 a NAV-3, které tidi extenze rtustovych kuzelli neuront (Stringham et al., 2002;
Schmidt et al., 2009; Stringham a Schmidt, 2009).

2.4 Faktory dulezité pro vyvoj vylucovaci kanalové bunky
2.4.1 Vakuolarni ATPaza

Vakuolarni ATPéza je protonova pumpa, dilezita pro fadu bunéénych funkci, jako je transportu
iontl, acidifikace vackl a organel, nebo vezikularni transport, kde se ptimo t¢astni fuze vack.
V-ATPaza se nachazi prakticky v kazdé eukaryotické buiice, a i pfesto ze se nazyva vakuolarni,
vyskytuje se v mnoha intracelularnich membranach, jako jsou lysozomy, endozomy, Golgiho
vacky, sekre¢ni vacky, synaptické vacky, klatrinové vacky, nebo plazmatickd membrana.
Pokud je pumpa lokalizovana v endozomalnich membranach, protony jsou transportovany do
vacka a vakuol, pokud je lokalizovana na plazmatické membrané, protony jsou transportovany
do extracelularni tekutiny (Beyenbach a Wieczorek, 2006; Hahn-Windgassen a Van Gilst,
2009).

Podjednotky V-ATPazy jsou také dilezité pro vyvoj vylucovaci kanalové bunky. Podjednotky
V-ATPazy jsou kédovany geny vha, které mohou byt u had’atka vysoce exprimovéany ve
vylu€ovaci kanalové bunce, ztrata exprese podjednotek VHA-5, VHA-8 nebo VHA-12 vede ke
vzniku silné rozsitenych kanalti (Hahn-Windgassen a Van Gilst, 2009). Piredpoklada se, ze
podjednotky V-ATPazy by se mohly podilet na regulaci splyvani vacku s apikalni membranou

a tim ovliviiovat formovani lumen (Sundaram a Buechner, 2016).

2.4.2 ERM-1

Proteiny z rodiny ERM (ezrin-radixin-moesin) jsou proteiny schopné propojovat membranu a
cytoskelet (Fehon, Mcclatchey a Bretscher, 2010).U C. elegans je exprimovan pouze jeden
ERM protein, a to ERM-1, ktery je lokalizovan pod povrchem vétSiny polarizovanych tkani,
véetné vyluCovaci buiiky. Jeho hlavni funkci je rekrutovat aktin membrané sméfujici do lumen
a podpofit tak expanzi lumendlni membrany, zvétSeni lumen a s tim spojené prodluzovani
kanalt vyluCovaci bunky. Ztrata erm-1 zplsobuje vazné cystické defekty ve vylucovacich
kanalech (Gobel et al., 2004; Khan et al., 2013; Khan ef al., 2019). Pro aktivaci ERM proteint
je potieba konformaéni zména z neaktivni cytoplazmatické formy na aktivni formu vézajici
aktin a membranu, kdy je protein N-koncovou doménou piipojen k bunééné membrané a

C-koncovou doménou k aktinu (Sato et al., 1992; Bretscher, Edwards a Fehon, 2002; Ramalho
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et al.,2020). Piechod do oteviené aktivni konformace zahrnuje navdzani na membranovy lipid
fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (PI(4,5)P2) a fosforylaci threoninového zbytku na C-konci
(Simons et al., 1998).

2.4.3 EXC proteiny

Velkou skupinu faktorti ovlivitujicich vyvoj a rast vylu€ovaci buiiky tvoii proteiny kédované
exc geny, které byly identifikovany pravé na zaklad¢ defektti v morfologii vylucovaci bunky
(Exc fenotyp) (Buechner et al., 1999). U exc mutantli dochazi nejcastéji k tomu, ze kanaly
vylucovaci buiiky jsou znacné zkracené a obsahuji rizné veliké cysty naplnéné tekutinou.

Cysty se mohou vyskytovat pouze v urcitych ¢astech, nebo po celé délce kanalu.

Bylo identifikovano osmnact genti, které maji vliv na riist a primér kandalu a jejichz mutaci
dojde ke vzniku zminéného cystického fenotypu. V této kapitole vSak bude podrobnéji popsano

pouze nekolik z nich (Buechner et al., 1999; Al-Hashimi et al., 2019).

2.4.3.1 EXC-7

Gen exc-7 koduje protein EXC-7, jehoZz nejbliz§im homologem je protein ELAV u
Drosophila melanogaster (Fujita et al., 2003). Hraje dtlezitou funkci pfi regulaci vyvoje kanalt
vylu€ovaci buiiky tim, Ze reguluje schopnost fH-spektrinu, kddovan¢ho genem sma-1, tvorit
dlouhé vylucovaci kandly b&hem postembryonalniho ristu. SMA-1 je soucasti apikalniho
cytoskeletu a EXC-7 se vaze na jeho 3" UTR konec mRNA, ¢imZ ovliviiuje jeho expresi
(McKeown, Praitis a Austin, 1998; Fujita et al., 2003). BH-spektrin je tak dal§im z dilezitych
faktori ovliviiyjicich vyvoj lumen. Mutanti v tomto genu vykazuji fenotyp neuspotadané
terminalni cytoskeletalni sité, maji kanaly zkracené ptiblizné€ na polovinu a obsahuji malé cysty

po celé délce kandlu, které se objevi az v dobé¢ lihnuti (Yang et al., 2020).

2.4.3.2 EXC-2

Gen exc-2 koduje protein intermedialnich filament IFC-2, exprimovany na apikalni strané
kanall vylucovaci bunky. Protein IFC-2 se na apikélni membrané vyskytuje spole¢né s dalSimi
proteiny intermediélnich filament IFB-1 a IFB-4, a ackoliv IFC-2 a IFA-4 vz4jemn¢ interaguji,
lokalizace IFC-2 je na ostatnich dvou proteinech nezavisla. Mutanti v genu exc-2 maji kanaly
vylucovaci buniky zkracené¢ na méné nez polovinu a vykazuji siln€ cysticky fenotyp po celé
délce kanali. Daéle v kanalech dochazi k vyraznému ztenceni, pfipadné 1 ztraté¢ apikalni

membrany kanalu bohaté na aktin (Hiisken et al., 2008; Al-Hashimi ef al., 2018).
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2.4.3.3 EXC-5

Gen exc-5 koduje protein EXC-5 homologni s guaninovym nukleotidovym vyménnym
faktorem (GEF), ktery geneticky interaguje s genem cdc-42 kodujicim GTPazu rodiny Rho
(Mattingly a Buechner, 2011). EXC-5 tak tidi vyvoj vylucovaciho kanalu regulaci aktivity Rho
GTPazy. Prostfednictvim CDC-42 ovliviluje EXC-5 aktivitu formint INFT-2 a CYK-1 na
apikalni stran¢ membrany kanalu (Shaye a Greenwald, 2016) a zarovenl ma také vliv na
recyklaci endozomalnich vackt pochazejicich z apikdlni membrany (Mattingly a Buechner,
2011). INFT-2 ale ovliviiuje i aktivitu aktinu v rastové Spi¢ce kanalu, EXC-5 a CDC-42 tak
soucasn¢ ovlivnuji jak rist membrany lumen, tak ristové Spicky (Shaye a Greenwald, 2016).
V piipad€ mutace v genu exc-5 dojde opét k vytvoreni cystického fenotypu a v tomto ptipadé
jsou veliké tekutinou naplnéné cysty tvorené prevazné na rostoucich Spickéach kanalt (Suzuki

et al., 2001; Buechner, 2002).

2.4.3.4 EXC-9

Gen exc-9 koduje protein EXC-9 homologni s lidskym proteinem CRIP1 (cystein-rich
protein 1), jehoz biochemickd funkce je zatim nejasna (Grussendorf et al., 2016). EXC-9
lokalizuje na apikalni povrch kanal vylucovaci buriky a je potieba pro jejich spravny vyvoj a
udrZeni tvaru. EXC-9 je na apikdlni membrané lokalizovany pomoci proteinu intermedidlnich
filament IFC-2. (Al-Hashimi et al., 2018; Yang et al., 2020). Pokud dojde k mutaci v genu
exc-9, mutanti vykazuji fenotyp zkracenych kanalli se stfedné velikymi cystami naplnénymi
tekutinou na distalnich koncich lumen (Yang et al., 2020). Tvar kanalové buiiky je ovlivnén i
nadmérnou expresi EXC-9, kdy vznikaji podobné fenotypy, jako pii nadmérné expresi EXC-5.
Kanaly jsou normalné polarizovany a vytvareji lumen z apikalniho povrchu, ale struktura
bazolateralniho povrchu nezbytného pro prodluzovani kandli neni zachovana (Tong a

Buechner, 2008).

2.4.3.5 EXC-1

Gen exc-1 koéduje protein EXC-1 homologni s proteiny IRG rodiny, které hraji dilezitou roli
v autofagii a imunitni odpovédi (Yang et al., 2020). Nachazi se opét na apikalnim povrchu
kanala vylucovaci buiikky. EXC-1 je jakymsi prostfednikem mezi EXC-9 a EXC-5, jelikoz
pusobi upstream od EXC-5 a downstream od EXC-9, pfi¢emz se vaze na jeho N-koncovou
doménu. Funkce EXC-1, EXC-9 a EXC-5 jsou tak vzdjemn¢ provazany a plisobi postupné pri
regulaci transportu endozomt v kanélech vylucovaci bunky. EXC-1 a EXC-9 pak podporuji
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apikalni transport zprosttedkovany RAB proteiny (Grussendorf et al., 2016; Yang et al., 2020).
Mutanti v tomto genu opét vykazuji cysticky fenotyp, ktery vznikd tim, ze se akumuluji ¢asné
endozomy, chybi recykla¢ni endozomy a kanaly maji abnormalni apikalni cytoskeletalni

strukturu (Grussendorf ef al., 2016).

2.4.3.6 EXC-4

Gen exc-4 koéduje protein EXC-4, ktery je vyzadovan jak pro tvorbu lumen vylucovaciho
kandlu, tak pro udrzovani jeho architektury. EXC-4 koduje homolog z rodiny proteinti CLIC,
proteint chloridového intracelularniho kanalu. Je exprimovan v kanalové burice i po ukonceni
ristu a vyvoje, po cely zivot jedince. Mutace v tomto genu opét vyvola fenotyp cystickych

kanalt (Berry et al., 2003).

Kromé¢ EXC-4 je homologem proteinii CLIC také protein EXL-1, ktery sice neni exprimovan
v buiice vyluCovaciho kandlu, ale v pfipad¢ ztraty funkce exc-4 je schopen jeho funkci pii
vyvoji kanalové builky nahradit. Protein EXL-1 nese neklasicky jaderny lokalizacni signal,

ktery u EXC-4 chybi (Liang et al., 2017).

2.4.3.7 EXC-6

Gen exc-6 koduje protein EXC-6, jehoz hlavni funkci pfi vyvoji kanall je regulovat aktinovy a
mikrotubularni cytoskelet. Je ortologem forminu INF2 u obratlovei. EXC-6 tak reguluje
akumulaci F-aktinu na $pickach rostoucich tubulti a dynamiku bazolateralné lokalizovanych
mikrotubuld (Shaye a Greenwald, 2015). Pii mutacich v tomto genu maji kanaly normalni
pramér, ale lumen se Casto rozdéluje do vice mensich kanalkt, které se pozdéji bud’ spoji, nebo
nechaji slepé zakonceni. Délka kanall je v pfipad€ mutace v tomto genu riznoroda (Buechner

etal., 1999).

2.4.4 Transkrip¢ni faktory kliCové pro diferenciaci kanalové bunky

Defekty v riistu a organizaci kanali vylucovaci buiiky Ize ¢asto pozorovat i u mutantd v genech
kodujicich transkripéni faktory. Ty sice pfimo nezajiStuji samotny rast kanald, ale jejich

aktivita je nezbytna k expresi proteinti, které se na regulaci ristu fyzicky podileji.

2.44.1 CEH-6

Prvnim transkripcnim faktorem je CEH-6 z rodiny faktorti obsahujicih POU doménu, ktery je

exprimovan ve vylucovaci buiice C. elegans, ale také v neurondlnich buiikédch a podskupiné
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bunék zadni casti stteva. U mutantl ceh-6 byly pozorovany defekty vyluCovaci buiiky i zadni
Casti stfeva a u delece lokusu ceh-6 dochdzi v 80 % piipadi k embryonalni letalité (Biirglin a

Ruvkun, 2001; Armstrong a Chamberlin, 2010).

Tento transkripéni faktor cili na geny kodujici kanaly a transportéry a jednim z téchto geni je i
agp-8. AQP-8 koduje jediny aquaporin exprimovany ve vyluovaci bunice had’atka, ktery se
podili na udrzovani vodni rovnovdhy a svoji funkci ma i pfirdstu vylucovaci buiky.

{Formatting Citation}.

2.4.4.2 PROS-1

Dal8im transkripénim faktorem je PROS-1, homolog sav¢iho faktoru Prox-1, dfive nazyvany
CEH-26, ktery je nezbytny pro tvorbu kanalti vylucovaci bunky. PROS-1 cili na nékolik gent,
které zprostfedkovavaji extenzi lumen vyluovaciho kanalu, jako jsou naptiklad IFB-1 kodujici
intermedialni filamenty, guaninnukleotidovy vyménny faktor EXC-5, aquaporinovy gen agp-
8, nebo osmoregulacni kindza GCK-3. V piipad¢ mutace PROS-1 dojde k selhdni rlstu
kanalovych bun¢k a lumen (Kolotuev et al., 2013).

2.4.4.3 LIN-26

LIN-26 je transkripénim faktorem, ktery pravdépodobné nema sav¢éi homolog. Je slozen z dvou
motivi zinkového prstu a miZze kddovat bud’ transkripéni aktivétor, nebo transkripéni represor.
Pokud gen /in-26 koéduje transkripéni represor, cili na geny specifikujici osud neuronélnich
bunék. V ptipad¢€, ze gen [lin-26 kdduje transkripéni aktivator, jeho cilem jsou geny, které
specifikuji osud hypodermalnich bunék, které zahrnuji vnéjsi epitel, konecnik a vylucovaci
systém. LIN-26 je tak dileZity pro diferenciaci a udrZzovani epitelu a mutace tak vedou
k epidermalni degeneraci a defektim v kandlech vylucovaci buiiky, coZ je pro jedince letalni

(Labouesse, Sookhareea a Horvitz, 1994).

2.4.4.4 NHR-31

Ctvrtym transkripénim faktorem dileZitym pro diferenciaci kanalové buiiky je NHR-31. Jedna
se o jaderny receptor C. elegans homologni se savéim faktorem HNF4, ktery je vyzadovan pro
expresi genll vha, které koduji vakuolarni ATPazu. Déle je tento transkripéni faktor také
nezbytny pro koordinovany rist apikdlni a bazdlni membrany kandlu, odolnost vuci

osmotickému stresu a normalni vyvoj vylu¢ovacich buné¢k (Hahn-Windgassen a Van Gilst,
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2009). V ptipadé mutace NHR-31 dochéazi k nekontrolovanému ristu kanalti a naruSeni

osmoregulacnich funkci (Hahn-Windgassen a Van Gilst, 2009).

245 CCM-3

Dalsim z gentl, které reguluji vyvoj tubulii u C. elegans je také gen ccm-3, ktery ma klicovou
roli pfi rozSifovani a udrzovani struktury kanalii vylu¢ovaci buiiky. Je lokalizovan na apikalni
membrané spolu s GCK-1 a STRIPAK a podporuje endocytickou recyklaci RAB-11, pomoci
CDC-42 vazebné kinazy MRCK-1, kterd interaguje pravé s GCK-1 a STRIPAK (Lant et al.,
2015; Pal et al., 2017). Pokud dojde ke ztraté funkce genu ccm-3, vznikne cysticky fenotyp

s vyrazn¢ zkracenymi kandly a jedinec je sterilni (Lant ez al., 2018).

2.5 Vylucovaci kanalova bunka C. elegans jako model pro lidska

onemocnéni

Vyvoj vyluCovaci kanalové buiky C elegans je dobrym modelem pro fadu lidskych
onemocnéni, jejichz zdkladem jsou abnormality biologickych tubulii. Pfi srovnédni lidského
genomu s genomem had’atka bylo také potvrzeno, Ze pro 60-80% lidskych genil je moZzné najit
homolog 1 v had’atku (Ganner a Neumann-Haefelin, 2017). Mezi takové nemoci patii naptiklad
polycystické onemocnéni ledvin, kardiovaskularni onemocnéni, cerebrdlni kavernozni
malformace Charcot-Marie-Tooth neuropatie a nékteré dalsi (Lubarsky a Krasnow, 2003;

Sundaram a Buechner, 2016).

2.5.1 Cysticka onemocnéni ledvin

Cetné cysty v renalni oblasti jsou pozorovany u fady lidskych chorob, jako je autozomalné
dominantni polycystické onemocnéni ledvin (ADPKD), nefronotéza, Meckel-Gruberiv

syndrom a Bardet-Biedliiv syndrom.

ADPKDA je nejcastéjSim cystickym onemocnénim ledvin, patii mezi nejCastéjsi lidské
monogenetické poruchy a postihuje piiblizné 1 z 1000 jedincii. V pribéhu onemocnéni se
pomalu vyvijeji cysty naplnéné tekutinou, které vznikaji podél proximalnich a distalnich tubula
sbérnych kanalkli v obou ledvinach, coZ vede az k termindlnimu onemocnéni ledvin vedoucimu
k selhani. S timto onemocnénim souviseji geny, které koduji polycystin-1 a 2. K porucham v
PDK-1 dochazi v 85% ptipadl a PDK-2 v 15% ptipadi (Lubarsky a Krasnow, 2003; Ganner a
Neumann-Haefelin, 2017)
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3 Kotevni bunka

3.1 Buiky v oblasti vulvo-déloZniho spojeni

Vulva C. elegans je ektodermdlni organ, tvofeny sedmi soustiednymi toroidy oznacenymi
A-F. Na dorzalnim konci je spojena s ventralnim koncem délohy pomoci buiiky délozniho §vu

a propojuje tak délohu s vnéjsim prostiedim.

Déloha je mesodermalnim organem a je odvozena z nékolika buné¢énych linii. Nachazeji se v ni
toroidni bunky, tvofici vnitini epitel dé€lohy, vulvové buiiky, spojujici délohu s vulvou a
dorzalni délozni bunky, které tvoii dorzalni ¢ast délohy (Ghosh a Sternberg, 2014; viz Obr. 4).
Vulva a dé€loha jsou hlavnim aparitem pro kladeni vajicek, pareni a uklddani embryi po

vnitinim oplozeni.

Obrazek 4: Vulvo-délozni spojeni C. elegans je tvoreno burikou délozniho Svu (utse) a vulvalnimi bunikami (uvl a uv2). Vulva
Jje slozena ze sedmi déloznich toroidit (A-F) a déloha je vystlana déloznimi bunkami (du), které tvori dorzalni cast delohy.

prevzato: (Hubbard a Greenstein, 2000) a upraveno

3.1.1 Kotevni burika (AC)

Kotevni buiika C. elegans je specializovanou délozni buiikou, spojujici vulvalni a délozni tkan,
jejiz signalizace je nezbytna pro spravny vyvoj vulvy a ventralni délohy (Sternberg a Horvitz,

1986).

Je specifikovdna uz v pribé¢hu L2 vyvojového stadia, kdy se o volbé osudu kotevni buiiky
rozhoduje mezi dvéma ekvivalentnimi somatickymi butikami gonady. Z jedné bunky se stane

ventralni prekurzorova buiika a z druhé burika kotevni. Ob¢ tyto buiiky maji zpocatku stejnou
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Sanci stat se kotevni nebo ventralni prekurzorovou buiitkou. Rozhodnuti je zprostfedkovano za
pomoci Notch signalizacni drahy, ve které LIN-12/Notch funguje jako receptor pro
LAG-2/Delta. Ob¢ tyto molekuly jsou nejprve produkovany v obou buiikach. Pozdéji vSak diky
fluktuacim v expresi dojde k rozriznéni a omezeni exprese /in-12 pouze na predpokladanou
vulvalni prekurzorovou buiiku a exprese /ag-2 na piedpokladanou kotevni buiiku (Kimble a
Hirsh, 1979; Newman, White a Sternberg, 1995; Newman, White a Sternberg, 1996).
Specifikaci dale pomaha také exprese transkripénich faktorti hlh-2, egl-43 a jaderného receptoru

nhr-67 (Schindler a Sherwood, 2011; Lattmann, Deng a Hajnal, 2020).

Kotevni buitka mad hned né€kolik funkci. Exprimuje protein LIN-3/EGF, ktery pusobi
prostiednictvim receptoru LET-23/EGFR a nasledné LET-60/Ras. Receptory jsou lokalizované
ve vulvalnich prekurzorovych buiikach a pfi spusténi signalni kaskddy dojde k indukci tii ze
Sesti vulvalnich prekurzorovych bunék k vulvalnimu osudu. Hladina LIN-3 musi byt pfesné
regulovana, protoze pii nadbytku dochdzi k nadmérnému vyvoji vulvalnich tkéni a pfi
nedostatku vulvélni prekurzorové bunky selhdvaji v pfijiméni vulvalnich osudid (Hill a

Sternberg, 1992).

Dal$im signadlem produkovanym kotevni bunikou je LAG-2, ktery je pfijimany receptory
LIN-12 lokalizovanymi na sousednich dé€loZnich buiikdch. Tato signalni kaskada pfiméje
sousedni délozni buiiky k pfijmuti osudu n. Osm z téchto dvanacti @ bun¢k pozdéji splyva za
vzniku bunky déloZniho §vu, kterd nasledné splyva s kotevni buiikou za vzniku devitijaderného
syncytia (Newman, White a Sternberg, 1996; Medwig-Kinney et al., 2020). Kotevni butika a
transkrip¢ni faktory exprimované v jejim jadie jsou tak nezbytné i pro vyvoj buiiky délozniho

Svu (Ghosh a Sternberg, 2014).

Kotevni bunika hraje kli¢ovou roli pii vyvoji reprodukéniho systému C. elegans a jeji hlavni
funkci je fyzické propojeni vulvy a délohy. To je zprostfedkovdno pomoci mechanismu
bunécné invaze, kdy kotevni buiika indukuje rozpad bazalni membrany oddélujici obé tkané a
zahaji jejich propojeni (Sherwood a Sternberg, 2003). Poté co kotevni builka pronikne skrz
bazalni membranu, invaduje mezi centrdlni vulvalni prekurzorové bunky vulF (Hagedorn a
Sherwood, 2011). K vulvo-déloznimu propojeni dochdzi v priibéhu L3 vyvojového stadia a je

nezbytné pro pozd¢jsi procesy pareni a kladeni embryi (Sherwood a Plastino, 2018).
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3.1.2 Dalsi burnky vulvo-délozniho spojeni

Utse, neboli buiika délozniho Svu slouzi k propojeni délohy s lateralni télni st€énou. Jedna se o
syncytium ve tvaru H, které je tvoreno fuzi osmi déloznich bun¢k a buiiky kotevni. K fuzi
dochazi béhem raného larvalniho stadia L4, nasleduje migrace jader podél predozadni osy a
rust fizovanych bunék. Konecného tvaru bunika dosdhne az v letargickém L4 larvalnim stadiu
(Ghosh a Sternberg, 2014). DalSimi buiitkami vulvo-délozniho spojeni jsou vulvalni pohlavni
svaly. To jsou hladké svaly, jejichz hlavni funkci je zajisténi priachodu vajicek skrz délohu a
vulvu pfi kladeni. Jsou tvofené dvéma typy vulvalnich svalovych bun¢k (vmi a vm2), k jejichz

vyvoji a usporadani dochazi béhem L3 stadia vyvoje (Wang et al., 2020).
3.2 Mechanismus invaze kotevni bunky

Spojeni d€lohy a vulvy je iniciovano mechanismem bunécné invaze. Ta je stimulovana
ptedevsim buitkami 1° vulvalni linie, které generuji difuzni signél podporujici invazni chovani

a navadéji tak invadujici vybeézky kotevni buiiky (Sherwood a Sternberg, 2003).

Pfi naruSeni mechanismu invaze dochazi k naruseni propojeni vulvy a d€lohy. Jedinci pak
vykazuji fenotypy vycnivajici vulvy — fenotyp Pvl a jsou defektni v kladeni embryi — fenotyp
Egl (Matus et al., 2010).

3.2.1 Prubéh invaze

V Casném L3 larvalnim stadiu, pfiblizné 5 hodin pfed invazi, dochéazi k sekreci netrinu UNC-6
z ventralniho nervového provazce, ktery plisobi ve spojeni s integrinem. Tato signalizace vede
k vytvofeni invazivni membrany na bdzi F-aktinu na rozhrani kotevni buiiky a bazalni

membrany.

Pozd¢ji, béhem stfedniho L3 larvalniho stadia vylucuji vulvalni prekurzorové bunky difuzni
signal. Tento signal navadi vyristky invazivni membrany kotevni buriky, které narusuji bazalni

membranu na spojeni vulvy a délohy.

V pozdnim L3 larvalnim stadiu uz dochdzi k vytvofeni otvoru v bazdlni membrané, kterym
kotevni burika invaduje mezi centralni vulvalni prekurzorové buiiky, ¢imz je zahajeno spojeni

vulvalni a d€lozni tkdn¢ (Hagedorn a Sherwood, 2011; viz Obr. 5).
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Obrazek 5: Mechanismus invaze kotevni bunky. K invazi kotevni buiiky dochazi behem L3 larvalniho stadia. Pred samotnou
invazi, beéhem jednobunécného stadia P6.p, tvori kotevni buiika polarizovanou invazivni membranu a invadopodia bohata na
F-aktin. Invadopodia behem pozdniho dvoubunécného P6.p stadia narusi bazalni membranu a za podpory netrinové
signalizace vznika invazivni vybézek, ktery postupné invaduje skrz bazalni membranu.,

prevzato: (Morrissey, Hagedorn a Sherwood, 2013) a upraveno

3.2.2 PorusSeni bazalni membrany

Vétsina tkani C. elegans je obalena bazalni membranou a vyjimkou nejsou ani vulvalni a
délozni bunky, které jsou timto od sebe oddéleny. Mezi hlavni slozky bazalni membrany patii

laminin a kolagen typu IV (Jayadev a Sherwood, 2017; Sherwood a Plastino, 2018).

Pro poruseni bazalni membrany, proinvazivni genovou expresi a vytvofeni invazivnich
vybézkll je nezbytné zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi. Pokud by k tomuto zastaveni
nedoslo a cyklus by pokracoval dal, zabranilo by to invazi. Na tomto zastaveni a nasledné
expresi proinvazivnich gent se podileji transkripcni faktory EGL-43, HLH-2 a NHR-67, jejichz
dalsi funkci je naptiklad 1 specifikace kotevni a ventralni prekurzorové buiikky v L2 vyvojovém
stadiu (Lattmann, Deng a Hajnal, 2020). Zastaveni bunééného cyklu je také nezbytné pro
spravné pusobeni histondeacetyldzy HDA-1, ktera funguje jako regulator bunééné diferenciace
a po zastaveni bunécného cyklu podporuje proinvazivni genovou expresi a tvorbu invadopodii

(Matus et al., 2015).

Dalsi dilezitou roli pfi poruseni bazalni membrany hraji matrixové metaloproteinazy (MMP).
Jedné se o rodinu endopeptidaz zavislych na zinku, které §tépi proteiny bazalni membrany
vcetn€ lamininu, kolagenu a signélnich proteini (Nikolaou a Machesky, 2019). V genomu
C. elegans se nachazi Sest takovych MMP gena (zmp-1-6) (Altincicek et al., 2010), z toho

zmp-1, zmp-3 a zmp-6 jsou exprimovany piimo v kotevni buiice (Matus et al., 2015; Kelley et
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al., 2019) a zmp-4 a zmp-5 v jejim blizkém okoli (Kelley et al., 2019). Jsou lokalizovany
v invadopodiich i v blizkosti invazivniho vybézku kotevni buriky a jejich funkci je usnadnéni
invaze pomoci enzymatické degradace bazalni membrany. I ptesto, ze jsou MMP pro invazi
kotevni bunky dulezité, prekvapivé nejsou nezbytné, nebot i1 pii absenci vSech péti vyse
zminénych metaloproteindz k poruseni bazalni membrany dojde. V neptitomnosti MMP méni
invazivni bufika svoji taktiku porusovani bazalni membrany a ke své invazi pouziva misto
enzymatické sily silu fyzickou. V nepfitomnosti MMP je tak invaze zajiSténa za pomoci F-
aktinového nukleatoru Arp2/3, ktery podporuje polymeraci F-aktinu na invazivni bunécné
membrané, dojde ke vzniku invazivniho vybézku a ten fyzicky roztrhne a vytlaci bazélni
membranu (Céceres ef al., 2018; Kelley et al., 2019). Proces pronikani skrz bazalni membranu
vyzaduje zna¢né mnozstvi energie. Na to reaguji také mitochondrie a to tim, Ze se lokalizuji do
mist poruSeni bazalni membrany, kde poskytuji lokalizovany ATP podporujici zvySenou tvorbu
F-aktinové sité (Kelley et al, 2019). Rovnéz bylo popsano, ze dochazi k orientovanému
transportu transportéri glukozy a glykolytickych enzymi k invazivni membrané, ¢imz je

podpoiena produkce ATP v misté tvorby invadopodii (Garde et al., 2022).

3.2.3 Invadopodia

Invadopodia jsou dynamické vybézky plazmatické membrany o priméru ptiblizn€ 1,0 um. Jsou
sloZené z F-aktinu, aktinovych regulatorti, signalnich proteint a dynamicky transportovatelné
invadopodidlni membrany bohaté na PI1(4,5)P2. Tvoii se podél invazni bunééné membrany a
fidi bunécnou invazi ptes bazalni membranu. NarusSeni bazalni membrany pomoci invadopodii
je kombinaci enzymatické funkce metaloproteindz a mechanického poruSeni. Jejich
dozrdvanim vznikaji invazivni vybéZky pronikajici skrz bazalni membranu (Murphy a

Courtneidge, 2011; Lohmer et al., 2016; Sherwood a Plastino, 2018).

Tvorba invadopodii je stimulovana ptiblizn€ 5 hodin pfed samotnou invazi nespecifikovanym
difuznim podnétem, ktery je produkovan vulvéalnimi prekurzorovymi butikami. Tento difuzni
signal indukuje bunécnou invazi tim, Ze aktivuje Rho GTPazu CDC-42, ktera je lokalizovana
na rozhrani kotevni buiiky a bazalni membrany. CDC-42 ptispiva k membranové lokalizaci
svého efektorového proteinu WSP-1/N-WASP. Ztrata exprese cdc-42 nebo wsp-1 vede k tvorbé
mén¢ invadopodii a opozdénému poruseni bazdlni membrany (Lohmer et al, 2016).
Rho GTPaza CDC-42 tak podporuje polymeraci F-aktinu v invadopodiich, ¢imzZ se vytvoii sila

k poruseni bazalni membrany (Sherwood a Plastino, 2018).
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Dalsim faktorem podporujicim tvorbu invadopodii je Rab GDP disocia¢ni inhibitor GDI-1.
Jeho aktivita je stejné¢ jako aktivita CDC-42 fizena proinvazivnimi signaly z vulvalnich
prekurzorovych bunék. Hlavni funkci GDI-1 je zprostfedkovani membranového transportu, kdy
podporuje piidani membrany do invadopodii a tim jim umozni jejich rtst. V ptipad¢ ztraty
gdi-1 neni invadopodialni membréna smérovana do membrany invadopodii (Lohmer et al.,

2016).

Invadopodialni membrana kotevni buiiky je aktivné recyklovana za pomoci endolysozomalniho
komplexu a zacilena zpét na invazivni bunéfnou membranu, kde opét vznikaji nova
invadopodia (Hagedorn et al., 2014). Na recyklaci invadopodialnich membran z endolysozomu
se podili cytoskeletalni reguldtory UNC-60/kofilin nebo UNC-34/VASP (Hagedorn et al.,
2014; Wang, Chi a Sherwood, 2014). UNC-60 rozklada F-aktinové vlakna a pfi jeho ztraté
dochézi k akumulaci shluki statického F-aktinu na invazivni bunééné membrané a zaroven
k hromadéni slozek invadopodidlni membrany v endolyzozomalnim kompartmentu.
Nasledkem toho nejsou invadopodia schopna proniknout bazalni membranou (Hagedorn ef al.,
2014). V ptipad¢ ztraty UNC-34 naopak dochazi ke snizeni hladiny F-aktinu a k jeho
relokalizaci na lateralni membrany, disledkem je opét neschopnost invadopodii proniknout

bazalni membranou (Wang, Chi a Sherwood, 2014).

3.3 Faktory podporujici torbu invazivni membrany

3.3.1 UNC-6 a UNC-40

Zasadni roli pfi invazi kotevni buiiky hraje netrinova draha. Netrinovy receptor UNC-40 je
lokalizovan pfimo na membrané kotevni bunky, koncentruje se v misté poruSeni bazalni
membrany a v reakci na netrin UNC-6 stimuluje regulatory F-aktinu, fidici buné¢nou invazi.
U obratlovcl ptsobi misto netrinového receptoru UNC-40 receptor DCC (Hagedorn et al.,

2013; Morrissey, Hagedorn a Sherwood, 2013, viz Obr. 6).

Netrin UNC-6 je kodovan genem unc-6 a jeho mutanti vykazuji fenotyp defektni v invazi
kotevni buniky. Hlavni funkci netrinu UNC-6 je tak orientace invazivni membrany za pomoci
regulace F-aktinu. Pfed samotnou invazi dochazi nejprve k sekreci netrinu UNC-6 z ventralniho
nervoveého provazce a ten nasledné stimuluje nahromadéni UNC-40 na plazmatické membrané
kotevni buiiky na té stran¢, odkud ptichdzi UNC-6 signal. Pomoci receptoru UNC-40 dojde
k polarizaci a membrana je obohacena o F-aktin, aktinové regulatory a PI(4,5)P2. Za pomoci

netrinu UNC-6 je tak podpotena tvorba invazivnich vyb&zki (Ziel et al., 2009; Hagedorn et al.,
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2013). Je zajimavé, ze UNC-40 se dokaze shlukovat na membrané a stimulovat tvorbu aktinu i
v nepfitomnosti UNC-6, nicméné v tomto piipadé nejsou shluky UNC-40 smérovany jen na
jedno misto, ale mohou se vyskytovat kdekoliv na povrchu buniky. UNC-6 tak slouzi jako
nezbytny polariza¢ni signal (Wang et al., 2014).

Netrinovy receptor UNC-40 je kodovan genem unc-40, jehoz ztrata vede k absenci tvorby
invazivnich vybézki. Jeho hlavni funkci je zajistit dozravani invadopodii ve stabilni invazivni
vybézky, coz vede k zastaveni tvorby dalSich invadopodii a k urychleni odstranéni bazalni
membrany. Nasledné je invazivni vybézek kotevni bunky pomoci UNC-40 navigovan skrz
porusenou bazalni membranu do vulvalni tkdn¢ (Hagedorn et al., 2013; Morrissey, Hagedorn a

Sherwood, 2013).

Kotevni burika

Integrin Invazivni
membrana

kotevni buriky

Bazalni membrana ‘,i‘.'[ ]

\

: d _.jl
Tvorba invazivnich vybé&zkd Poruseni bazalni membrany

Obrazek 6: Interakce faktorii podporujicich tvorbu invazivni membrany. Integrin INA-1/PAT-3 maji funkci leSenti, které ridi
prenos a stabilizaci jak netrinového receptoru UNC-40, tak lamellipodinu MIG-10b. Zatimco za pomoci netrinovych
receptorii UNC-40 je zprostredkovana samotna tvorba invazivnich vybézki, lamellipodin MIG-10b ma svoji roli
pri porusovani bazalni membrany., Prevzato: (Wang, Chi a Sherwood, 2014) a upraveno

3.3.2 Integriny INA-1 a PAT-3

Dals§im faktorem lokalizovanym na membrané kotevni bunky je heterodimer integrinti o a 3
INA-1/PAT-3, ktery také podporuje invazi kotevni buiikky pomoci regulace F-aktinu (Hagedorn
et al., 2009; Hagedorn et al., 2013, viz Obr. 6). Integriny jsou lokalizovany na membran¢
kotevni bunky a jejich hlavni funkci je regulovat tvorbu invazivni membrany tim, ze podpofi
zacileni receptoru UNC-40 na invazivni membranu kotevni buiiky. Tim opét dojde k polarizaci
membrany a obohaceni invazivni membrany o F-aktin, aktinové regulatory a PI(4,5)P2
(Hagedorn et al., 2009). Netrinova a integrinova draha vSak zjevné maji neptekryvajici se

funkce, nebot’ zatimco v piipadé ztraty exprese UNC-6 lokalizuji aktinové regulatory nebo
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PI(4,5)P2 stdle na membranu (Ziel et al., 2009), v pfipadé ztraty exprese integrini tyto
molekuly z membrany mizi (Hagedorn et al., 2009). Na ne zcela se piekryvajici funkce drah
také ukazuje protein MIG-10/Lamellipodin, jehoz ztrata narusuje schopnost invaze kotevni
bunky. MIG-10 funguje jako cytoskeletalni organizator a v kotevni bunce lokalizuje na
membranu zplisobem zavislym na integrinech, ale nikoliv na UNC-40, jak je tomu v jinych
bunéénych typech (Wang, Chi a Sherwood, 2014). Integriny INA-1/PAT-3 tak ziejmé
podporuji aktivitu netrinové drahy pii bunééné invazi v kotevni butice stimulaci membranové

lokalizace potiebnych faktorti (Hagedorn et al., 2009).

3.4 Proinvazivni transkrip¢ni faktory

V této kapitole budou popsany Ctyfi transkripéni faktory, které podporuji samotnou invazi
kotevni bunky. Patii mezi né€ fos-1, hlh-2, nhr-67 a egl-43. Tti z téchto faktora (hlh-2, nhr-67 a
egl-43) hraji roli uz v pribehu L2 vyvojové faze, kdy se podili na regulaci signaliza¢ni drahy
Notch, které specifikuje kotevni buiiku. V L3 vyvojovém stadiu se k nim ptida jesté gen fos-1
a dohromady maji Glohu v invazi kotevni buitkky (Medwig-Kinney et al., 2020; Deng et al.,
2020).

3.4.1 FOS-1

Protein FOS-1 je kdédovany genem fos-1 a patii do Fos rodiny bZIP transkripénich faktort. Je
exprimovan v kotevni bunice C. elegans a jeho hlavni funkei je fidit pronikani kotevni buiky
k vulvalnim buiikdm, invadopodia ale nejsou schopna porusit bazalni membranu a proniknout
skrz ni do vulvélni tkané (Sherwood et al., 2005; Ziel et al., 2009). FOS-1 iniciuje invazi
kotevni buiky zvySenim exprese egl-43L v kotevni buiice, ¢imZz dojde k aktivaci
metaloproteinazy zmp-1 a protocadherinu cdh-3, které se dale podileji na invazi (Rimann a
Hajnal, 2007). Pfimym transkripénim cilem FOS-1 je také gen pro lamellipodin mig-10 (Wang,
Chi a Sherwood, 2014, viz Obr. 6).

Dalsi funkci FOS-1 je pozitivni regulace exprese genu pro fizogen AFF-1, jehoz funkce je
nezbytna pro fizi kotevni bunky a bun¢k vulvo-délozniho Svu po dokonceni invaze kotevni

bunky (Sapir et al., 2007).
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3.4.2 HLH-2, NHR-67 a EGL-43

HLH-2, NHR-67 A EGL-43 jsou dal$imi transkrip¢nimi faktory ovliviiujicimi invazi kotevni

bunky, jejichz funkce jsou vzajemné provazané (Medwig-Kinney et al., 2020).

HLH-2 je transkrip¢ni faktor s motivem helix-loop-helix, ktery je v kotevni bufice exprimovan
jak beéhem jeji specifikace, tak v prubéhu bunécné invaze. Snizeni exprese hlh-2 vede ke snizené
koncentraci F-aktinu na invazivni membrané, coz potvrzuje jeho roli v regulaci cytoskeletalni
polarity. Dalsi z jeho funkeci je transkripéni regulace gent zapojenych do invaze kotevni buniky,
jako jsou protocadherin cdh-3, nebo hemicentin sim-4 a také se miize pfimo vazat na promotor

transkripéniho faktoru nhr-67 (Schindler a Sherwood, 2011; Medwig-Kinney et al., 2020).

NHR-67 je jaderny hormondlni receptor, jehoz hlavni funkci je zastaveni bunécného cyklu v G1
fazi, které je nezbytné pro invazi kotevni bunky a udrzovani kotevni buiiky v postmitotickém
stavu. Déje se tak pomoci regulace exprese inhibitoru cyklin-dependentni kinazy CKI-1 (Matus
et al., 2015). Exprese NHR-67 je stimulovdna v pfitomnosti EGL-43 a HLH-2. Zaroveil
NHR-67 zpétné reguluje hladinu HLH-2, pokud dojde k vycerpani NHR-67, dojde i ke snizeni
hladiny HLH-2 (Medwig-Kinney ef al., 2020).

Tretim transkripénim faktorem je EGL-43/Evil, vyskytujici se ve dvou izoforméch. Delsi
z 1zoforem, EGL-43L, je v kotevni bunice exprimovan diky aktivaci faktorem FOS-1 a jeji
hlavni funkci je regulace rozpadu bazalni membrany a podpora invaze kotevni buniky (Hwang,
Meruelo a Sternberg, 2007; Medwig-Kinney et al., 2020). EGL-43 také pozitivné reguluje
expresi FOS-1 (Deng et al., 2020). Kromé& tlohy v buné¢né invazi hraje egl-43 roli i béhem
specifikace osudu n-bunc¢k (Newman, White a Sternberg, 1995).

3.5 Invaze kotevni buiiky jako model pro lidska onemocnéni

Invaze do vulvalniho epitelu slouzi jako model pro invazi bunék pies bazalni membrany. Toto
bunécné chovani je nedilnou soucasti embryondlniho vyvoje, imunitni odpovédi a zvySena
bunécna invazivita je charakteristickd pro rakovinné metastazy (Medwig-Kinney et al., 2020).
Invaze kotevni buiiky tak mize byt dobrym modelem 1 pro lidskd onemocnéni, kromé metastazy
rakovinnych bun€k to mohou byt 1 onemocnéni jako jsou revmatoidni artritida, nebo astma

(Ingram et al., 2011).

Ackoliv vétsina faktort, které jsou u obratlovcl spojené s tvorbou invadopodii se nachazi i

v modelu C. elegans, tii kliCové faktory had’atku chybi. Pii tvorb¢ obratlov¢ich invadopodii se
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navic vyskytuje cortactin, ktery podporuje nukleaci F-aktinu, metaloproteindzy membranového
typu (MT-MMP) a adaptorové proteiny Tks4/5. Slozeni invadopodii had’atka a obratlovct se
tak strukturné lisi (Morrissey, Hagedorn a Sherwood, 2013).

Dal$im rozdilem mezi invadopodii had’atka a obratlovct je doba jejich pretrvavani a invaze.
Zatimco invadopodia v kotevni bufice pretrvavaji pfiblizné minutu, ta, kterd narusuji bazalni
membranu, pfiblizn€¢ 5 minut, invadopodia rakovinnych bun¢k mohou pietrvavat i déle nez
hodinu. Invaze kotevni bunky pak trva asi 90 minut a invaze rakovinnych bun¢k muze trvat i
nékolik dnti. Dlivod pro¢ tomu tak je, zatim neni jasny, ale pifedpoklada se, ze by mohly hrat
roli rozdily v signalizaci, vlastnostech buné¢né matrix, nebo rozdilné vnitini bunécné faktory

(Lohmer et al., 2014).
4 Dalsi pripady non-neuronalnich bunék s orientovanym riistem

V této kapitole bude obecné popsano nékolik dalSich ptipadi orientovaného riistu u non-
neuronalnich bun¢k v modelovém organismu C. elegans, konkrétné riistové procesy v prubc¢hu
epidermdlni morfogeneze, vznik samc¢iho ocasu, hlavova mezodermdlni bunka a vznik
svalovych vybézki. VSechny tyto procesy jsou vysoce regulované a zavisi pti nich primarné na
remodelaci cytoskeletdlnich elementli na Spickach extenzivnich vybézku (viz Obr. 7).
Je zajimavé, ze kromé cytoskeletalnich proteint sdileji jednotlivé buiiky jen velmi omezené

mnozstvi faktord, které jejich rist reguluji (Ghosh, Vetrone a Sternberg, 2017).

Nervovy Vyluéovaci Zlaza St¥evo

prstenec

\\. Dorzalni svaly télni stény

Dorzalni nervové vldkno  Svalové vyb&zky

Obrazek 7: A - interkalace dorzalnich epidermalnich bunék, B — uzavieni ventralni stérbiny, C — vyvoj samciho ocasu,

D — hlavova mezodermalni buitka, E - Svalové vybézky C. elegans, prevzato: (Ghosh, Vetrone a Sternberg, 2017) a upraveno
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4.1 Ruiistové procesy v prubéhu epidermalni morfogeneze

V pribéhu embryonalni epidermalni morfogeneze dochazi ke dvéma piipadiim orientovaného
rustu bunék, pii nichz epidermalni buniky migruji tak, aby doslo k obaleni embrya a vytvoteni
souvislé epidermis. Oba tyto procesy probihaji pfiblizné ve stejnou dobu, ale na opacnych

stranach embrya. (Williams-Masson et al., 1998)

Prvnim procesem je interkalace dorzalnich epidermalnich bun¢k, pti niz dochézi k prolinani
bun¢k v misté dorzalni stfedni Cary. Interkalace za¢ina tim, ze epidermalni prekurzorové buiiky
ziskaji klinovy tvar s hroty orientovanymi ke stfedni ¢afe. Nasledné se kazda klinova bunka
vmezefuje mezi své dveé kolaterdlni buiikky na protéjsi stran€ embrya a hroty bunék se dale
protahuji. Nakonec dojde k migraci bunéénych jader na opacné strany bunék a ke vzajemnému
prolinani a vytvofeni spoje. Dorzélni interkalace probihé od anteriorniho konce k posteriornimu
a k jejimu dokonceni dochazi az ve chvili, kdy zacina proces ventralniho uzavirani. Tuto
synchronizaci maji na starost dva pary ukazatelovych bunék, které se vmezetuji jako posledni

(Williams-Masson ef al., 1998; Hardin, 2005; Ghosh, Vetrone a Sternberg, 2017; viz Obr. 7A).

Druhym procesem je uzavirani ventralni $térbiny, které probihd ve dvou krocich. Nejprve
dochézi ke spojeni dvou part vodicich bun€k v oblasti ventralni stiedni ¢ary, ¢imz vznikne
kapsa, ktera se v ramci druhého kroku postupné uzavird a ostatni ventralni marginalni buiiky se
svymi kolateralnimi bunikami vytvoti spojeni. Cely proces je regulovan komplexy aktivujicimi
komplex Arp2/3, ktery reguluje polymeraci aktinu v prodluzujicim se vybézku ventralnich
marginalnich bunék (Williams-Masson, Malik a Hardin, 1997; Ghosh, Vetrone a Sternberg,
2017; viz Obr. 7B).

Po uzavieni ventralni kapsy epidermalni buiikky vytvofi syncytium (Williams-Masson et al.,
1998) a dochézi k embryondlni elongaci, kdy je fazolovité embryo pfevedeno do podlouhlého
cervovitého tvaru (Priess a Hirsh, 1986; Hardin, 2005).

4.2 Samci ocas

Dal$im piipadem orientovaného riistu bunék je rist samciho ocasu, tvofené¢ho véjitem s deviti

pary smyslovych paprski, jejichz poloha je predem dana (Baird et al., 1991).

Vyvoj této kopulacni struktury probihd postembryonalné, v L4 larvalnim stadiu. Nejprve
dochazi k zakulaceni hypodermalnich bunék na Spicce ocasu, ty se poté stahnou dozadu a ztrati

tak adhezi k larvalni kutikule. Takto vzniknou papily, urCujici polohu dospélych paprska ve
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v¢jifi. Bunky za sebou také zanechavaji ¢irou tekutinu v extracelularnim prostoru, kterd je
prenaSena prostiednictvim vakuol a vznikaji tak pfechodné vakuolarni otoky. V pribéhu vyvoje
kopulaéni struktury dochdzi k fizi bun¢k, zméné tvaru a polohy bun¢k, k migraci jader a ke

zmeénam v bunécnych asociacich (Nguyen ef al., 1999; viz Obr. 7C).

4.3 Hlavova mezodermalni buika

Hlavova mezodermalni bunika (hmc) je také bunikou s orientovanym rastem. Ma anteriorné a
posteriorné rozsifené vybezky, postupujici podél dorzalni a ventralni télni stény, které se
rozdvojuji na Urovni hltanu. K vyvoji hmc dochazi uz béhem embryonalniho stadia.
Z progenitorovych SGP buné¢k se nejprve vyvinou dvé hlavové mezodermalni bunky (hmcL a
hmcR). Obé buniky migruji k dorzélni stfedni ¢afe a jakmile ji dosahnou, hmcR podstoupi
programovanou bunécnou smrt. HmcL se bez dal§iho dé€leni diferencuje jako mezodermalni
hlavova buiika a ziskava sviij charakteristicky tvar pismene H (Altun a Hall, 2005; Ghosh,

Vetrone a Sternberg, 2017; Mathies et al., 2019; viz Obr. 7D).

4.4 Svalové vybézky

Posledni zminénou buiikou s orientovanym ristem jsou svalové vybézky, nervosvalova spojeni
tvofend extenzi plazmatické membrany, sestdvajici se z tenké stopky, kterd vychazi z téla
svalové bunky, a rozdvojeného konce, ktery se dotyka nervového provazce. Svalové vybézky

tak slouzi ke kontaktu svalovych bunék s motorickymi axony (viz Obr. 7E)

Membranové extenze vytvari vSech 95 svalovych bunck C. elegans a zatimco L1 larvy maji
pouze jeden az dva svalové vybézky na svalovou buiku, dospélci maji tii aZ pét svalovych
vyb&zkl na svalovou buniku (Dixon a Roy, 2005). Pokud jedinec v pribéhu vyvoje projde
stadiem dauer, dochazi u néj k tvorbé nadpocetnych svalovych vybézki, které pretrvavaji az do
jeho dospélosti, coz svédci o faktu, Ze extenze svalové membrany jsou nevratné (Dixon et al.,

2008).

Tvorba svalovych vybézkl je regulovdna za pomoci chemoatraktantli, mezi které patii
napiiklad proteiny MADD-4 a MADD-2, pomoci nichZ jsou svalové vybézky ptitahovany
k ventralni i k dorzalni stfedni linii (Alexander et al., 2010; Seetharaman et al., 2011; D’Souza

etal.,2016).
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5 Zavér

Cilem této prace bylo popsat orientovany rast non-neurondlnich bun¢k u modelového
organismu C. elegans. Podrobnéji byly popsany mechanismy orientovaného rastu u vylu¢ovaci
kandlové bunky a mechanismy bunécéné invaze u bunky kotevni. Oba tyto mechanismy jsou
zavislé na remodelaci cytoskeletalnich elementii v rostouci ¢asti bunky a jedna se o vysoce
regulované procesy, na kterych je zavisly spravny vyvoj jedince. Prestoze se jednd o bunky
s velmi odlisnou funkci, v regulaci riistu se v obou ptipadech uplatituje vedle cytoskeletu fada
spole¢nych faktord, zejména netrinova a integrinova draha. Vylucovaci kanalova buika kromé
ristu v oblasti $picky nabizi 1 unikdtni model ristu prosttednictvim tvorby lumen, ¢ehoz lze
vyuzit 1 pro studium lidskych onemocnéni vylucovaci soustavy. Naproti tomu invazivni
chovani kotevni buniky pfedstavuje dobry model pro studium bunécné invazivity
v nepatologickém kontextu a zejména v pfirozeném 3D prostiedi, coz mize pfinést uzite¢né
poznatky pfenositelné na chovani rakovinnych bun¢k. V zavéru prace jsou pak zminény i dalsi
non-neurondlni builky C. elegans, které v pribéhu diferenciace prochdzeji orientovanymi

zménami tvaru.
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