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Abstrakt

Makropinocytdza je neselektivni na aktinu zavisly typ endocytdzy. Je dalezita pro normalni fyziologii
nékterych bunécnych typl. VyuZivaji ji ale i intraceluldrnimi paraziti, ktefi se takto internalizuji do
hostitelskych bunék a rovnéz hraje roli v nutri¢nim pfijmu nékterych naddorovych bunék.

Béhem makropinocytdézy vznikda samoorganizovand membrdnovd subdoména oddélena difazni
bariérou nazyvana makropinocytarni poharek. Polymerace aktinu fizena RAC1 proteinem je nezbytna
pro tvorbu membranovych vybézku na periferii pohdrku, kde je pritomen uUzky prstenec aktin
nukleacnich faktor(. Naproti tomu na bazi poharku dochazi k disociaci aktinu diky RAS-fizené tvorbé
fosfatidylinositoltrisfosfat( (PIP3). Pfi uzavirani poharku je nutné sekvencni odbourani PIP3 aZ na
fosfatidylinositol a ziskani endozomalni identity nové vzniklého vacku. Béhem casnych fazi maturace
makropinocytozomu dochazi k jeho tubulaci, diky ¢emuz vaéek zmensuje svij primér a stabilizuje se.
V pozdnich fazich mGze makropinocytarni vacek splyvat s lysozomem, ¢imzZ se do této degradacni
organely dostane internalizovany material.

Béhem celého procesu jsou soucasti membrany konkrétni typy fosfatidylinositoll, které umoziuiji
prenaseni signall a zajistuji identitu membran. Tyto fosfolipidy Fidi celou makropinocytdzu a reguluji

metabolismus burnky.

Klicova slova: Makropinocytdza, pfijem tekutiny, endocytdza, fosfatidylinositoly, nddorové buriky,

aktinovy cytoskelet, monomerni GTPazy, RAS a RAC1



Abstract

Macropinocytosis is non-selective actin-dependent type of endocytosis. It is important for the normal
physiology of some cell types. However, it is used by intracellular parasites which internalise
themselves into host cells in this way and also play a role in the nutritional supply in some type of
cancer cells.

During macropinocytosis a self-organized subdomain of plasma membrane is separated by a diffusion
barrier named macropinocytic cup. RAC1-driven actin polymerization is required for membrane
protrusion at the cup periphery, where a narrow ring of the actin nucleating factors is present. In
contrast, actin dissociation occurs at the base of the cup due to RAS-controlled formation of
phosphatidylinositol trisphosphates (PIP3). During cup closure sequential breakdown of PIP3 to
phosphatidylinositol and acquisition of the endosomal identity of the newly formed vesicle is
necessary. As a result of tubulation in the early stages of macropinocytosome maturation the vesicle
decreases in diameter and stabilizes. At late stages the macropinocytic vesicle may fuse with the
lysosome, allowing internalized material to enter this degradative organelle.

Throughout the process specific types of phosphatidylinositols are part of the membrane providing
signal transduction and membrane identity. These phospholipids control the entire macropinocytosis

and regulate the metabolism of the cell.

Key words: Macropinocytosis, fluid-phase uptake, endocytosis, phosphatidylinositols, cancer cells,

actin cytoskeleton, monomeric GTPase, RAS and RAC1
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1 Uvod
1.1 Makropinocytdza — odlisny typ endocytdzy
V bunikdch dochdzi k neustalému prijmu latek zvnéjsiho prostfedi. Takovému procesu se fFikd

endocytdza. Typl endocytdz probiha v burice nékolik a tyto déje se mezi sebou lisi v celé rfadé kritérii.
Makropinocytéza je jednim z typl endocytdz, pricemz dochazi k nespecifickému na aktinu zavislému
prijmu velkého mnoZstvi materialu [1]. Tento material se uzavira do vacka, makropinocytozom{, které
maji v priméru 1,6 + 0,3 um u Dyctiostelia [1] a 0,5-5 pm u savcich makrofagl [2]. Velikostné se tak
vyznamné lisSi makropinocytozomy od vackl vzniklych klathrinem dependentni endocytézou, které
typicky maji 50-200 nm v prliiméru a nepresahuji velikost 500 nm [3]. Klathrin dependentni endocytdza
Casto byva spolecné s kalveolin dependentni a klathrin/kalveolin nezavislou endocytézou souhrnné
oznacovana jako mikropinocytdza [4]. Typy téchto vack( maji velice podobné priiméry a nedosahuji
rozmérd jako vacky vzniklé makropinocytézou [3,4]. Klathrin dependentni endocytdza je receptorem
zprostfedkovana a je zavisla na velké radé adaptorovych molekul, jako je klathrin a dynamin.
Makropinocytdza je na dynaminu a klathrinu nezavislda a vyuZiva jiné mechanismy pro uzavfeni
membrany do vackul [5]. Vacky vzniklé makropinocytdzou se rovnéz od klathrin dependentnich odlisuji
tim, Ze nesplyvaji s casnym endozomem, ale tvofi oddélenou populaci vackl [6]. Stejné tak nebylo
pozorovano, Ze by byl obsah makropinocytarnich vacka doruéovan do pozdnich endozomi, naopak

bylo potvrzeno vzajemné splyvani makropinocytozom( do vétsich vacka [6].

1.2 Srovnani makropinocytézy a fagocytdzy
Makropinocytdza sdili nékteré podobnosti s fagocytdzou. Béhem fagocytédzy byla rovnéz pozorovana

zavislost na prestavbé aktinového cytoskeletu a mira efektivity fagocytdzy byla stejné jako u
makropinocytdzy zavisla na faktorech, které aktinovy cytoskelet remodeluji [1,7]. Nicméné fagocytdza
je zavisla na receptorech a obvykle béhem ni dochazi k obaleni internalizovaného télesa/Castice
bunécnou membranou. Bylo pozorovano, Ze béhem fagocytdzy postupné rostou interakce zaloZzené na
vazbé receptor-ligand mezi fagocytujici burikou a povrchem pfijimané castice [8]. Prikladem mUze byt
fagocytdza makrofagl pomoci povrchovych receptor( FcR, které rozpoznavaji opsonizované Castice,
napriklad bakterie majici ke svym povrchovym antigenidm vazané imunoglobuliny. Oproti tomu
makropinocytéza mUze probihat konstitutivné, ¢i v dlsledku plsobeni rlstovych faktorl a je tedy
nespecificka a neselektivni vici internalizovanému materialu. Z tohoto divodu se makropinocytéza
nékdy oznacuje jako bunécné piti, ¢i prijem tekutiny (,,fluid-phase uptake®). DalSim spole¢nym znakem
téchto dvou typl endocytdz muiZe byt nezbytnd pritomnost fosfatidylinositoltrisfosfatu (PIP3) pro

uspésny vznik makropinocytozomu i fagozomu, jak bude popsano dale.



2 Makropinocytdza na bunécné udrovni
2.1 Bezobratlé organismy vyuzivajici makropinocytdzu
Makropinocytdza se odehrava u celé rady organismid a bunécénych typld. MiZeme ji pozorovat nejen

v savcich bunkach a burnkach obratlovc(, ale i u bezobratlych Zivocichi. Pfikladem muze byt hadatko
Caenorhabditis elegans, jehoz bunky coelomocyty vykazuji nespecificky pfijem tekutiny
z pseudocoelomu [9]. U Drosophily byla pozorovana faktory indukovand makropinocytéza ovliviujici
internalizaci a degradaci receptoru pro rlstovy faktor BMP (kostni morfogeneticky protein) na
presynaptické membrdné, coz reguluje synapticky vyvoj pfi nervosvalovém spojeni [10]. Dale byla
zkoumana zavislost vstupu patogena Spiroplasma eriocheiris do Schneider 2 bunék Drosophily [11]. To
ovéem neni ojedinély pfipad, kdy by patogen vstupoval do hostitelskych bunék makropinocytézou.
Celd rada parazitickych intracelularnich patogen(, jako bakterie a viry vstupuji do bunék rlznych
hostiteld timto zptsobem. Pfikladem muZe byt vstup viru SARS-CoV-2 do eukaryotickych hostitelskych
bunék, pficemz pridanim inhibitoru makropinocytézy dochazi k potlaceni internalizace tohoto
patogena [12]. Vstup do hostitelskych bunék makropinocytézou byl pozorovan i u bakterie Chlamydia
trachomatis [13]. U eukaryotickych organismU lze makropinocytézu pozorovat i mimo skupinu
Metazoa, napfiklad u volné Zijictho ameboidniho modelu Dictyostelium discoideum [1], ¢i parazitického
prvoka Entamoeba histolica [14]. Pozoruhodné je, Ze tento bunécény proces nebyl dosud pozorovan u
nékterych vyznamnych modelovych organismd, jako je kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ¢i houba

Aspergillus nidulans [15].

2.2 Makropinocytdza u savcich bunék
2.2.1 Bunky imunitniho systému — myeloidni linie
Vsavéim téle je velké mnozstvi bunécnych typl majicich rdznou morfologii a fyziologii.

Makropinocytézu lze pozorovat u celé rady z nich, pficemzZz u rGznych bunéénych typl umoznuje
rozdilné funkce. Makropinocytéza ma veliky vyznam u bunék myeloidni linie, které zajistuji vrozenou
imunitu. DUllezitym modelem makropinocytézy u savcll jsou makrofagy. Pfidanim inhibitor(
fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K), wortmanninu ¢i LY294002, dochazi u téchto bunék k potlaceni
makropinocytdzy ve vétsi mire, nez byla inhibovana mikropinocytdza, coz poukazuje na dilezitost PI3K
vtomto procesu [16]. Naopak, v pfitomnosti rlstovych faktord, jako je M-CSF (makrofag-kolonie
stimulujici faktor), dochazi kvazbé téchto faktord na receptory v cytoplazmatické membrané
makrofagtll, ¢imz je makropinocytéza stimulovana [17]. Podobné vysledky byly pozorovany u indukce
prostfednictvim aktivatoru makrofagli PMA (forbol 12-myristat 13-acetat), které ovSem vedou
k zavéram, Ze jejich receptor je intracelularni [17]. V téchto bunkach se makropinocytéza podili na
pfijmu exogennich antigenl, které mohou byt nasledné prezentovany skrze MHC | (hlavni
histokompatibilni komplex 1) [18]. Makropinocytéza byla pozorovana rovnéz u dendritickych bunék,

které jsou stejné jako makrofagy antigen prezentujici bunky (,,Antigen Presenting Cells“, APC). U obou
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téchto bunék byl pozorovan pfijem autoantigenu kolagenu typu Il prostfednictvim makropinocytdzy
za Ucelem jeho prezentace na nové syntetizované MHC Il [19]. Pfi inhibici makropinocytézy amiloridem
(EIPA (5-[N-ethyl-N-isopropyl] amilorid)) dochazi u téchto bunék kvyraznému snizeni antigenni
prezentace [19,20]. Ztéchto pozorovani lze odvodit dlleZitost makropinocytézy pfi prezentaci
exogennich antigeni na MHC Il, ale i na MHC | v procesu zkfiZzené prezentace (,,cross-presentation”),

diky cemuz mohou tyto buriky aktivovat pomocné i cytotoxické T-lymfocyty.

2.2.2 Konstitutivni makropinocytdza
Makropinocytéza u antigen prezentujicich bunék je ¢asto vyrazna v pfitomnosti ristovych faktor(,

které tento proces posiluji. Nicméné u makrofagli i dendritickych bunék byla pozorovana konstitutivni
makropinocytdza. Konstitutivni makropinocytdza je zavisla na pritomnosti extracelularniho vapniku,
jenz stimuluje CaSR (extracelularni vapnik vazebny receptor). Naproti tomu rlstovymi faktory
stimulovana makropinocytéza je vdpnikové nezdvisla [21]. CaSR byl pozorovan aktivni pouze v
protizanétlivych makrofazich, naopak cytokiny a chemokiny indukovaly makropinocytézu u
prozanétlivych makrofagl [22]. Konstitutivni makropinocytéza byla pozorovana i u mikroglii,
makrofagl nervové tkané, které pomoci ni nespecificky a nezavisle na receptorech internalizuji
deposity amyloidd-B v extracelularnim prostredi, jejichz hromadéni je znakem Alzheimerovy choroby
[23]. Konstitutivni makropinocytéza i PMA stimulovana makropinocytdza je v neposledni fadé klicova
pro pfijem nizkodenzitnich lipoprotein( (LDL) i oxidovanych LDL ¢astic [24,25]. Hromadénim téchto
lipoproteind se v makrofazich hromadi cholesterol, coz mlze zplsobovat jejich pieménu na pénové
bunky (,foam cells”), které se podileji na tvorbé aterosklerézy [24,25]. Formovani pénovych bunék
z bunécéné linie mysich makrofagh RAW264,7 bylo potla¢eno v pfitomnosti PI3K inhibitoru LY294002
[24].

2.2.3 Bunky imunitniho systému — lymfoidni linie

Aktivni makropinocytdzu Ize pozorovat i u bunék lymfoidni linie. Zejména se jednd o B-lymfocyty, které
rovnéz patfi mezi antigen prezentujici buriky. Vyzkum na lidské B-lymfoblastové bunééné linii prokazal,
Ze je vtéchto bunkach pouze snizend mira nespecifického pfijmu tekutiny. Nicméné pfi zméné
podminek, jako je pfitomnost PMA ¢i infekce bakteriemi rodu Mycobacterium a Salmonella, dochazi
k vyznamnému vzrlstu miry nespecifického pfijmu a indukci makropinocytézy [26]. Internalizace
téchto bakterii je potladena v pfitomnosti inhibitord makropinocytézy, jako je amilorid ¢i wortmannin
[26]. Pomocné i cytotoxické T-lymfocyty jsou rovnéz schopné makropinocytdzy. Ta je nezbytna pro
jejich efektivni rdst, je vSak nutna predchozi stimulace a aktivace pfes CD3/CD28 ko-receptory [27].
Makropinocytdza u T-lymfocytl se lisi tim, Ze je na rozdil od klasické nezavisla na RAS (odvozené od

Virus potkaniho sarkomu) proteinu [27].



2.2.4 Makropinocytdza v bunkach dalsich tkani
Makropinocytdza se neodehrava pouze u bunék imunitniho systému. Lze ji za fyziologickych podminek

pozorovat v rznych tkanich, kde zajistuje nékteré z dulezitych funkci. Makropinocytéze mechanismem
podobna endocytdza se odehrava v rlistovém kuzelu axonu béhem vyvoje nervu. Bylo zde pozorovano
membranové zvinéni a konstitutivni pfijem zavisly na PI3K a RAC1 (Ras-pfibuzném substratu 1 C3
botulotoxinu) proteinu. Tento proces by se mohl podilet na vyvoji rlstového kuZele, nicméné je
potfeba dalsiho vyzkumu role membranovych zvinéni a jeho vztahu v tomto ontogenetickém procesu
[28,29]. Makropinocytdza je dllezZitd i béhem fetdlniho vyvoje savéiho organismu. Byla pozorovana
zavislost monojadernych trofoblastd na makropinocytdze, kterda témto bunikdm umoznuje
diferenciovat v mnohojaderny syncytiotrofoblast nezbytny pro vyménu latek mezi matkou a plodem
[30]. Aminokyselinova deprivace, ¢i inhibice mTOR1 komplexu (mechanistického cile rapamycinového
komplexu 1) signalizujici nizky pfisun aminokyselin, vede kzvysené mife makropinocytdzy a

syncytializace u bunék trofoblastu [30].

2.3 Makropinocytdza rakovinnych bunék

2.3.1 Faktory ovliviiujici makropinocytézu u nadorovych bunék
U rakovinnych bunék mdiZe rovnéZ dochazet ke konstitutivni makropinocytdze. Ta vsak vznika

v disledku mutace nékterych gen(, které ovliviiuji makropinocytézu. Pfikladem muze byt mutace
nékteré monomerni (malé) guanosintrisfosfat fosfohydrolazy (GTPazy) z RAS proteinové rodiny, kterd
vede ke stdle aktivni formé tohoto enzymu. Konkrétné se muze jednat o transformaci K-Ras izoformy,
kterd u krysich rakovinnych fibroblast( specificky spousti konstitutivni makropinocytézu [31]. Nicméné
RAS GTPazy nejsou jedinou skupinou faktord, jejichz mutaci dochazi k indukci makropinocytézy. U
bunék rakoviny prostaty dochazi k vyraznému posileni miry makropinocytézy tim, Ze maji deficienci
PTEN (fosfatdzy homologické tenzinu) a stale aktivni AMPK (5’ adenosin-monofosfatem aktivovovanou
kindzu) [32]. Bylo pozorovano, Ze inhibici komplexu mTOR doslo ke zvyseni miry zpracovavani
extracelularnich proteinl jako zdroje energie a tim i preZiti a rGstu nadorovych bunék v prostredi
s nutri¢ni deprivaci [33]. Podle této studie mTORC v aktivni formé stimuluje anabolismus aminokyselin
uvnitf bunky a inhibuje pfijem a degradaci extraceluldrnich proteind [33]. Prikladem negativniho
regulatoru mTORC1 mUizZe byt TRPML1 (kationtovy kandl pfechodného receptorového potencidlu,
mukolipinl). Tento kanal je klicovy pro inhibici nejen mTORC1, ale i MAPK signalizace [34]. TRPML1
pozitivné ovliviiuje makropinocytdozu a jeho exprese je zvySena v bunkach melanomu ve srovnani s
melanocyty [34]. V recentni studii byla popsana fosfolipidy transportujici flipaza ATP9A jako faktor,

ktery prostfednictvim makropinocytdzy fidi rlst hepatocelularniho nadoru [35].



2.3.2 Extraceluldrni proteiny jako zdroj energie pro transformované bunky
V prostredi nadoru jsou podminky, ve kterych musi buniky vyuZivat jako zdroj energie a stavebnich

bloku alternativni cesty, napfiklad v disledku hypoxie, nepfitomnosti glukdzy a volnych aminokyselin
[36]. Takovou alternativni cestou muze byt makropinocytdza zajistujici nespecificky pfijem albuminu a
jeho degradaci na aminokyseliny, které pak mohou slouZit k syntéze bunkam potfebnych protein( [36].
Buniky exprimujici onkogenni RAS ¢i jiné faktory tak mohou vyuZivat makropinocytdzu jako neustaly
zdroj aminokyselin vzniklych degradaci sérového albuminu, coz podporuje proliferaci téchto bunék
[37]. Nadorové buriky, napriklad burky rakoviny prostaty, jsou dale schopné vyuzivat makropinocytézu
k pfijmu nekrotického debris pfitomného v misté nadoru, coZz mize byt rovnéz dilezité jako prijem
aminokyselin a podpora anabolismu pfi nutriéni deprivaci [32]. Pfijem nekrotického debris byl
pozorovan i pfi studii bunék rakoviny prsu [38]. Nekrotické debris je oproti apoptotickym téliskiim
dostateéné malé, aby mohlo byt prostrfednictvim makropinocytdzy ptijimano. Také bylo zjiSténo, Ze se
jednd o vhodnéjsi zdroj aminokyselin nez albumin, jelikoZz je v albuminu specifické zastoupeni
jednotlivych aminokyselin. Kdezto ptisun komplexnéjsich nekrotickych zbytk( je pro globalni
biosyntézu proteind nadorové burnky vhodnéjsi [38]. Makropinocytéza nekrotickych zbytk(
zprostfedkovava burikdm nadoru také pfijem cukr( a dalSich energeticky bohatych molekul jako zdroje

energie a metabolickych prekurzord [38].

2.3.3 Makropinocytdza a protinddorova terapie
Schopnost nadorovych bunék provadét makropinocytézu ma vyznam i pro protinddorovou terapii. Byla

pozorovana rezistence in vitro i in vivo nékterych tfid nadord majicich aktivni makropinocytézu vici
tradiénim protinddorovym |écbam, jako je chemoterapie a dokonce byla u nékterych rakovinnych
bunék makropinocytdza lé¢bou indukovana [38]. Destrukci nddorovych bunék a vznikem nekrotického
debris tak paradoxné Ize stimulovat rist nador0 s aktivni makropinocytézou [38]. Vhodnou kombinaci
|éCby rakoviny prostiednictvim radiace ¢i chemoterapie a pouzitim inhibitorl makropinocytézy by bylo
mozné zamezit vzniku rezistenci [38]. Potlacenim makropinocytdzy inhibici PI13K Ize sniZit rlist nadorf
a navodit tim jejich regresi [37]. RovnéZ i pouZitim EIPA inhibitoru na mysi hepatoceluldrni karcinom
dochazi kvyraznému snizeni proliferace a rlstu téchto bunék [35]. Blokatory mTORC uZivané
v nadorové terapii maji nedostateénou Uucinnost, jelikoZz jejich plsobenim vzrlsta pfijem
extracelularnich proteint [33]. Ty jsou poté vyuZity jako alternativni zdroje energie, ¢imZ se podporuje
rist nadoru. Mnohem efektivnéjsi by mohla byt kombinovana terapie mTORC blokator( s inhibitory
potlacujici pfijem ¢i degradaci internalizovanych extracelularnich proteind [33]. V novéjsi studii bylo
pozorovano, Ze je pro rust nadoru i iniciaci makropinocytdzy nezbytny transmembranovy glykoprotein
Syndekan-4 (SDC4), pricemz u nadorovych bunék pankreatu (PAN1) s deletovanym SDC4 dochazi k

vyraznému snizeni makropinocytézy a regresi nadoru [39].



3 Fosfatidylinositoly
3.1

Fosfatidylinositoly jako signalni lipidy

Fosfatidylinositoly (P1) jsou skupinou amfifilnim molekul patfici mezi glycerolfosfolipidy, jejichZ polarni

¢ast tvofi kromé fosfatu inositol, cyklohexan majici na kazdém uhliku vazanou hydroxylovou skupinu.

Fosfatidylinositoly se jako signalni molekuly nachazi zpravidla na cytoplazmaticky orientovanych listech

membranové dvojvrstvy. Klicova pro jejich funkci jako signalizacni molekuly je jejich schopnost

fosforylace. Nejcastéji je fosforylovana hydroxylova skupina na uhliku 3, 4 a 5, v dGsledku ¢eho? vznikaji

razné typy fosfatidylinositolfosfatl (PIPs). Fosforylace jsou katalyzovany enzymy zvanymi kinazy.

Antagonisticky k nim plsobi fosfatazy, které naopak fosfat odstépuiji. Existuje celd rfada rGznych kinaz

a fosfatdz, pricemi kazda provadi fosforylaci ¢i defosforylaci na jedné hydroxylové skupiné. V

membranach rlaznych bunécnych kompartment( Ize nalézat odlisné zastoupeni PIPs, které dava

membrané identitu. Enzymaticky v sebe jednotlivé formy fosfatidylinositold mohou prechazet, coz je

klicové pro transport membran mezi kompartmenty a pro stimulaci dalSich efektorovych molekul.

a b
jrresearesseessessnssniesnansainrasant *VPs34 Pl4K
: ! Pl
L : «Trida Il PI3K
¢ O ] |
' R (8] i
i o - == PlKfyve
S e e OSSR MTMs = 5AC1
i * SAC?
R, Fikiyve PI(3)P PI(5)P -
R
: MTMs / *OCRL
P l‘gil\(::‘;:. Tida PIPKI : mﬁgéujamn 1/2
PI3K 1
0—@=0 INPP4A/B PIP4K i
HO ¢ Z
N~ —-OH PI(3,5)P2 Pl
- ’ Ot PTEN
3 5 . .
OH Endolysozomalni * PIPP fida | o ;;;EPN
Fosfatidylinositol (P1) systém : gg:tﬂ
; Fosfatazy
Golgiho Kindzy
aparat
c
CPM
» -,-" 1
Endocytoza "" B
N Recyklaéni ot ek
endozom
TGN
- /
E'_":"‘:chv‘ Casny endozom Golgiho
vatek - aparat
", /
%% o
-
| | .-/ J
bsomom S MVB PI(3)P 5
PI(3,5)P2
= p|(4)P
Ay — Pl4,5)P2
& == p|(3,4)P
Autofagozom S Pl:f‘.’:l P2




Obr.1: a) Fosfatidylinositol v nefosforylované formé. b) Konverze fosfatidylinositolfosfdti a enzymy, které tyto
premény v burikdch katalyzuji. RovnéZ jsou zde fosfatidylinositoly rozdéleny podle toho, v jakych membrdndch
prevazuji na PIPs endolysozomdlniho systému (Zluty pulkruh) ¢i PIPs cytoplazmatické membrdny a Golgiho
aparadtu (Sedy pulkruh). c) Schématické zndzornéni vyskytu jednotlivych typu PIP do membrdn kompartmenti

eukaryotické buriky. Prevzato [40] a upraveno.

3.2 PI(4)P a PI(4,5)P;
Fosfatidylinositol-4-fosfat (PI(4)P) a fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PI(4,5)P2) jsou zastoupeny ve

vhitfni vrstvé cytoplazmatické membrany (CPM). PI(4)P mizZe v bunkach slouZit jako prekurzor pro
syntézu PI(4,5)P, pfi jeho spotfebé, nicméné vétSina PI(4)P na cytoplazmatické membrané neni
nezbytnd pro tvorbu PI(4,5)P2 [41]. Bylo zjisténo, Ze hlavni role PI(4)P je udrZovani charakteru vnitini
vrstvy CPM prostrednictvim svych zaporné nabitych skupin [41]. PI(4,5)P, stejné jako PI(4)P udriuje
polyaniontovy charakter membrany, ale diky interakcim se svymi efektory zastava riizné funkce a podili
se na celé rfadé rlznych typl endocytdz, napriklad klathrinem zprostfedkované endocytdze. Bylo
popsano, Ze ztratou PI(4,5)P, v cytoplazmatické membrané dochazi i ke ztraté komponent podilejicich
se na vzniku klathrinového obalu z povrchu takové membrany [42]. Pfi vzniku klatrinového vacku
dochazi v inicidlnich fazich endocytdzy k vazbé adaptorovych komplext AP k receptorim v membrané.
AP2 oligomerni komplex obsahuje mimo jiné podjednotku p2-adaptin, kterd prokazatelné interaguje
s P1(4,5)P,, ¢imZ mlze AP2 komplex stabilizovat a spravné orientovat [43]. Dal$im prikladem molekuly
vazici se na PI(4,5)P, muize byt dynamin, ktery je klicovym enzymem pro odstépeni klatrinového vacku
od pulvodni membrany. Jednd se o GTPazu obsahujici PH (pleckstrin homologickou) doménu vazici
PI(4,5)P,. Mutace této domény zpUsobuje zhorseni sklddani dynaminu v misté endocytdzy, nedochazi
vsak ke zhorSenému cileni dynaminu do membrany [44]. Dynamin tedy shlukuje PI(4,5)P,, coz mlze
ovliviiovat protahovani kréku budouciho veziklu smérem do cytoplazmy [44]. Silou pro tento pohyb by
mohla byt aktinova polymerace, jelikoZ proteiny klicové pro polymeraci aktinu, jako je nukleaéni faktor
N-WASP (Neuralni Wiskott-Aldrich syndrom protein), jsou také zavislé na pfitomnosti PI(4,5)P, [42]. To
naznacuje, Ze PI(4,5)P, nema vliv pouze na endocytdzu, ale miZe hrat i dllezitou roli pro polymeraci
aktinu v periferii bunék [42].

PI(4)P se dale nachazi v Golgiho aparatu a je dlleZity pro sekretorickou drahu [45]. Blokaci
fosfatidylinositol 4-kindzy typu lla (P14Klla) syntetizujici PI(4)P v membrané Golgi dochazi k potladeni
vazby adaptorovych komplext AP1 [45]. AP1 vaze pfimo PI(4)P, ¢imZ fidi tvorbu vacka v trans-Golgi siti

(TGN) [45].

3.3 PI(3,4)P,, PI(3)P a PI(3,5)P2
Dalsim typem PIPs je fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat (PI(3,4)P2), ktery se hromadi pfi klatrinem

zprostfedkované endocytéze v membrdné budouciho vacku, kde je lokalné syntetizovdn PI3KC2a



(fosfatidylinositol-fosfat 3-kinazou typu 2a) [46]. Pfi maturaci klatrinového vacku je nezbytna konverze
PI(4,5)P, na PI(3,4)P, soucinnosti PI(4,5)P,-fosfatdz a PI3KC2a [47]. Byla pozorovana vysoka afinita
tfidiciho nexinu 9 (SNX9) k PI(3,4)P,, ktery je nezbytny v pozdéjSich fazich maturace vacku [47].
PI(3,4)P; je poté hydrolyzovdn INPP4A (inositol-3,4-bisfosfat-4-Fosfatdzou typu 1A) a slouzi tak jako
prekurzor pro vznik PI(3)P [46]. Podobné jako ostatni fosfatidylinositoly, PI(3)P ma své efektorové
proteiny, které se na néj vazi prostrednictvim domén. PI(3)P vazebnou doménou mize byt FYVE (FAB1,
YOTB, Vacl, EEA1) doména [48,49]. PI(3)P je dllezity pro formovani endolysozomalniho systému
bunék, napfriklad pro identitu casného endozomu a multivezikularniho téliska (MVB), kde se tento PIP
hromadi a vyznamné se podili na transportu membran [48]. Prfikladem proteinu, ktery nese FYVE
doménu je HRS protein. Diky této doméné je kooperativné s dalsi pridatnou doménou efektivné
lokalizovan do c¢asnych endozom [50]. Tento protein je spolecné se STAM1 (signal transdukujici
adaptorovou molekulou 1) soucasti ESCRT-0 (endozomalniho tfidiciho komplexu nezbytného pro
transport-0), ktery je klicovy pro prechod ¢asného endozomu do multivezikularniho téliska. HRS je
nejen duleZity pro rozpoznavani PI(3)P, ale je schopen také inhibovat degradaci STAM1 podjednotky,
coz je nezbytné pro akumulaci ubiquitinovanych proteint v endozomu, tvorbu ESCRT komplexu a
degradaci protein( [51].

Podobné jako PI(3)P, PI(3,5)P, se nachazi v endolysozomalnim systému bunék, ale tentokrat se jedna
zejména o pozdni endozom a lysozom [52]. Na PI(3,5)P; je zavisla kupfikladu dynamika aktinového
skeletu pozdniho endozomu. Na PI(3,5)P; se v téchto kompartmentech vaze kortaktin, ktery interaguje
stejnym vazebnych mistem se samotnym aktinem, ¢imZ dochazi ke kompetici a disociaci kortaktinu od
vétvenych aktinovych vlaken pobliz membrany [53]. V dlsledku toho dochazi k zménam ve vétveném

aktinovém cytoskeletu, cozZ je déj dlleZity pro maturaci a funkci endozomu [53].

3.4 PIP3 arole fosfatidylinositoll ve fagocytoze
Fosfatidylinositoltrisfosfat (PIP3), presnéji fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PI(3,4,5)Ps) je jednim

z fosfatidylinositoll nezbytnych pro spravny priibéh makropinocytdzy. Pro jejich vznik je nezbytna PI3-
kinaza, ktera fosforyluje PI(4,5)P> na PIP3 a jejiz inhibici wortmanninem nebo LY294002 nedochazi
k uzavieni makropinocytarnich poharkt [16]. Wortmannin i LY294002 slouzi rovnéz jako inhibitory Fc
receptorem zprostiredkované fagocytézy [54,55]. V pfitomnosti téchto inhibitord nedochazi
k potlaceni Fc receptorem fizené polymerace aktinu, ale neprobiha plna extenze pseudopodii nezbytna
pro uzavieni fagocytarniho poharku [54]. PIP3 domény byly pozorovany kratce po kontaktu
s opsonizovanou castici a jejich koncentrace v membrané béhem vyvoje fagocytarniho poharku
postupné rostla [55]. Po uzavieni poharku ovsem koncentrace PIP3 v membrané fagozomu rapidné
klesla [55]. Nékteré PH domény, které vazi PI(4,5)P, a PI(3,4)P, s nizsi afinitou, jsou schopné vazat i

PIP3 s mnohem vyssi afinitou nez oba typy PIP2 [56]. Pfikladem takového proteinu muizZe byt protein



kindza B (PKB/AKT), ktera rozeznava zejména PIP3 a umozriuje pfenos signalu na dalsi efektorové
molekuly, ¢imz se v tomto pripadé formuje fagocytarni poharek [55]. Kromé PIP3 Ize ve fagocytdrnim
poharku pozorovat i PI(3,4)P,, ktery vznikd hydrolyzou PIP3. PI(3,4)P, ma& v membranach poharkl
podobnou celkovou kinetiku jako PIP3 [57]. Nadmérnou expresi SHIP1 (inositol polyfosfat 5-fosfatazy
1 obsahujici Src homologickou 2 (SH2) doménu) a PTEN fosfatdzy, které defosforyluji PIP3 na PI(4,5)P,,
dochazi v obou ptipadech k inhibici fagocytdzy [57]. Oproti tomu, deficience PTEN a hromadénim PIP3
zpUsobuje stimulaci makropinocytdzy [32].

Ve fagozomalnim vacku se postupné hromadi PI(3)P, ktery zde vznikd zejména de novo plsobenim
PI3K tridy lll (VPS34), coZ je nezbytné pro fagozomalni maturaci a jeho fuzi s pozdnim endozomem ¢i
lysozomem [58]. Naopak, PI3K tfidy | je nezbytnd v pocatecnich fazich fagocytdzy, kde umozniuje tvorbu
PIP3 [58]. Ten je ovsem v pribéhu procesu postupné defosforylovan 5-fosfatazami a vznikly PI(3,4)P-
je dale fosforylovan INPP4A na PI(3)P [59]. INPP4A plsobi jako negativni regulator fagocytozy a jeji
inhibici se zvySuje mira fagocytdzy [59]. Nicméné PI(3)P vzniklé touto cestou, plisobenim PI3K typu |

pfi vyvoji poharku, nejsou nezbytné pro nasledovnou maturaci fagozomu [58].

3.5 Monomerni GTPazy a RABS5 jako priklad
Mezi fosfatidylinositol interagujici proteiny patfi monomerni GTPazy. Pro identitu membran a jejich

transport jsou dlleZité malé GTPazy skupiny RAB. Spravné fungovani endolysozomalniho systému je
zavislé na aktivité RABS5 a jeji ztrata pod prahovou hodnotu zpUsobuje redukci téchto kompartment(
a blokaci endocytdzy [60]. Malé GTPazy v aktivni formé méni konformaci a vazi se do cilové membrany
prostfednictvim hydrofobnich interakcich. U RAB5 se konkrétné jedna o geranyl-geranyl
isoprenoidovou kotvu pobliz C-konce proteinu [61]. Ndbor RABS je pozitivné ovliviiovan pfitomnosti
PI(3)P v dané membrané [62]. Aktivni RAB5 v membrané poté umozniuje rekrutaci a aktivaci kinazy
VPS34 [63]. Jak bylo zminéno vyse, VPS34 je PI3K tfidy IIl syntetizujici PI(3)P de novo v endocytovanych
vaccich. Diky tomu vznika pozitivni zpétna smycka mezi RAB5 a PI(3)P, které se hromadi v membrané
vacku a umoznuji membrané ziskat endozomalni identitu. Rab5 byla pozorovéana u kreccich fibroblast(
v membrdné vacka vzniklych klathrin-dependentni endocytézou a umoznuje jejich fuzi s casnym
endozomem [64]. Nicméné Rab5 mutanti této bunécné linie maji snizenou schopnost nejen klathrinem
zprostredkované endocytdzy, ale i endocytdzy zprostiedkovavajici nespecificky prijem tekutin [64].

Malé GTPazy musi byt aktivovany a deaktivovany, k ¢emuzZ jsou vyuzivany dalsi proteiny. Guanin
nukleotid vyménujici faktory (GEFs) umoZnuji vyménu GDP za GTP a tim GTP4zu aktivuji, naopak
GTPazu aktivujici proteiny (GAPs) zefektiviiuji hydrolyzu GTP a GTPazu deaktivuji. Kupfikladu PI(3)P
lipidy samy o sobé nestaci k aktivaci RAB5 béhem makropinocytdzy a je zde potfeba GEF zvany ALS2

(Alsin2), ktery je rekrutovan do membrany v ranych fazich formovani makropinocytozomu [65].



4 Formovani makropinocytozomu

4.1 Konstitutivni versus indukovana makropinocytéza
Morfogeneze makropinocytozomdi je u vétSiny savcich bunék spusténa vazbou rlstovych faktor( na

jejich receptory, nicméné neni témito rlstovymi faktory fizena a jedna se tak o samoorganizované
struktury [66]. Takovymi ristovymi faktory mizZe byt rM-CSF u makrofagt [16], nebo EGF (epidermalni
rastovy faktor) u epidermoidni linie A431 [67]. Na rozdil od konstitutivni makropinocytdzy je faktory
indukovana makropinocytéza nezdvislda na extraceluldrnim vapniku [21]. Pfi konstitutivni
makropinocytdze extraceluldrni Ca%* stimuluje vapnik senzitivni receptor (CaSR), heterotrimerni G-
protein spoustéjici signdlni kaskdadu vedouci kformovani makropinocytarniho vacku [21]. G
podjednotka tohoto trimerniho proteinu aktivuje PI3K, kterd generuje PIP3 a vede k aktivaci malych
GTPaz RAC1 a CDC42 (homolog proteinu 42 kontroly bunécného déleni) [21]. Ty jsou rovnéz nezbytné
pro formovani makropinocytozomu indukovaného ristovymi faktory, jak bude popsano dale. CaSR
aktivita tak umozniuje konstitutivné generovat PIP3 pres stimulaci PI3K a neustdle tim indukovat
makropinocytdzu [22]. Tato zjisténi dobfe demonstruji spolecné i odliSné znaky faktory indukované i

konstitutivni makropinocytézy.

4.2 Morfologické faze makropinocytézy
Formovani makropinocytozomu muiZe a nemusi vychdzet z membranového zvinéni (,membrane

ruffle”). Tato zvinéni nejsou pfilis rozsdhla a nemusi vZdy vyustit k tvorbé makropinocytarniho vacku.
Pfiddnim makropinocytézu stimulacniho faktoru Ize pozorovat nejen zvySenou tvorbu
makropinocytozomd, ale i vyssi velikost a aktivitu membranového zvinéni tvofici Sirsi platy, které se
prohlubuji smérem k jadru [2]. Tento proces se nazyva uzavieni zvinéni (,ruffle closure”), ve kterém
dochazi kvzniku miskovité domény na cytoplazmatické membrané [66], jeZ se nazyvaji
makropinocytarni poharky (,,macropinocytic cups®). Poharky se mohou rovnéz uzavirat (,,cup closure”),
¢imZz dochdzi kodstépeni membrany pohdrku od cytoplazmatické membrany a vznikd
makropinocytarni vacek s internalizovanym extracelularnim materidlem. Nejenze kruhovy poharek
umoznuje pfiblizeni membran pro vysledné uzavieni vacku, ale umoziiuje tvorbu bariéry pro laterdlni
difuzi. Bylo pozorovano, Ze v poharcich je mnohem nizsi difuze, a tim vyssi aktivita faktord podilejicich
se na formovani makropinocytozomu, neZ bylo vploché membrané [68]. V membrané
makropinocytarniho poharku tak pravdépodobné molekuly difunduji volné, ale neprochazi mimo
poharek pres jeho lateralni sténu zvanou cirkularni zvinéni (,,circular ruffles”) [68]. Bez této bariéry by
se mohly pocatecni signalni molekuly rozptylit do okoli tak, Ze by nebyla dostatecna koncentrace
signal( pro aktivaci pozdéjSich signalnich molekul [68]. Prikladem muze byt RAC1 protein a
fosfatidylinositoltrifosfat (PIP3), kjejichz kumulaci dochazi zejména po uzavieni membranového

zvinéni v nascentnim makropinocytarnim poharku [66]. Tyto faktory se hromadi v membrané poharku,
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kterd tvori oddélenou doménu od okolni membrany, ¢imzZ dochazi k amplifikaci signalt nezbytnych pro
formovani, maturaci a nasledné i uzavieni pohdarku do makropinocytozomu [66].

Pro typ membrdnového zvinéni s cirkuldrni podobou rovnéz byva oznaceni cirkuldrni dorzalni zvinéni,
které vystihuje jejich typickou bunécénou lokalizaci. Nicméné zvinéni, které mulze vyustovat
v makropinocytdzu nemusi byt pouze cirkularni a na dorzdlni strané bunék. Jsou popsany i jiné formy,
které nemaji typicky miskovity tvar. Jedna se o takzvané plandrni, lamelopodia pfipominajici zvinéni,
jenz se u savcich bunék vytvafti v jinych oblastech buriky [69]. Tyto dvé morfologicky odlisné zvinéni
ddle nebudou odliSovany, jelikoz obé sdili témér stejné signdlni molekuly a o funkénich rozdilech obou

forem neni pfilis znamo [69].

4.3 Pocatecni faze formovani a membranové zvlinéni

4.3.1 Vznik membranového zvinéni
U Dyctiostelia vznikd vétsina makropinocytarnich poharkd odstépenim z jiz existujiciho poharku. Ten

se muZe rozdélit na dva ¢i vice mensich poharkd, nebo miZe odstépit pouze malou ¢ast v podobé
membranového zvinéni [70]. PI3-kindza ma roli v pozdéjsich fazich formovani makropinocytozomu a
je pravdépodobné klicova pro uzavieni poharku do vacku. Jeji inhibici se potlacduje tvorba
makropinocytozomu, nikoliv ale tvorba cirkularnich zvinéni a polymerace aktinu [16,67] . Naopak
v pfitomnosti cytochalasinu D, ktery inhibuje aktinovou polymerizaci dochazi k rapidnimu sniZeni
cirkuldarniho zvinéni [16]. Jak bylo uvedeno vysSe, PI3K fosforyluje fosfatidylinositoly v pozici 3 a
izoforma vyuZivajici jako substrat PI(4,5)P, generuje PIP3. Pravé tato konverze byla pozorovana pfi
formovani makropinocytozomu u A431 bunék stimulovanymi EGF [67]. U makrofagl stimulovanych
M-CSF se hladina PIP3 dramaticky zvedne po uzavieni membranového zvinéni a pfedchazi uzavienim
poharku [66]. Stejné jako PIP3 se i RAC1 mald GTPaza v aktivni formé lokalizuje zejména do membrany
cirkuldrnich zvinéni [66]. Nicméné PI3K aktivita neni nezbytnd pro aktivaci RAC1 [66]. Vrcholové
koncentrace obou téchto krucidlnich faktorl, RAC1 i PIP3, lze tedy pozorovat aZz po uzavieni
membranového zvinéni v membrané makropinocytarniho pohdrku. Jaké faktory oviem umoziuji

tento prechod a stoji tak na zacatku celé makropinocytézy?

4.3.2 Role PI(4,5)P2 a RAC1 v membranovém zvinéni
V membranovém zvinéni byla pozorovana vice jak dvojnasobna koncentrace PI(4,5)P, neZ v ploché

membrané [67]. Tato zvySena hladina PI(4,5)P, dale roste i v membrané makropinocytarniho poharku
az do jeho uzavreni [67]. V pribéhu ovsem dochazi k lokalnim poklestim koncentrace téchto lipid(, coz
koreluje s hromadénim PIP3 v membrané poharku [67]. Enzymaticky jsou PI(4,5)P2 mimo jiné
syntetizovany PIPKI (fosfatidylinositol-4-fosfat 5-kindzami), kupfikladu rekrutace PIPKla izoformy byla
pozorovana ve fagocytarnim poharku [71]. Nékteré izoformy PIPKI by se mohly podilet na prvotni

akumulaci PI(4,5)P, v membréané, ¢imz by se mohlo indukovat membranové vinéni. Role PIPKla i jejich
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produktl P1(4,5)P, byla dobfe popsana v remodelaci a polymeraci aktinu pfi fagocytickych procesech
[71,72]. Kindzy PIPKI mohou byt aktivovany vicero riznymi faktory, jednim z moznych faktord je mala
GTPaza RAC1 [72]. Podle novéjsich studii dochazi k aktivaci RAC1 jizv membranovém zvinéni, kde hraje
dlleZitou roli pfi prestavbé aktinového cytoskeletu [73,74]. Jednim z moZnych faktord, ktery béhem
makropinocytézy mlze aktivovat RAC1 je AMPK [32]. Aktivita této malé GTPazy je téZ nezbytna pro
vstup SARS-CoV-2 do hostitelskych bunék a virus tak pravdépodobné indukuje makropinocytézu pravé
aktivaci RAC1 [12].

V souhrnu, v membranovém zvinéni mlze byt aktinovy cytoskelet regulovan aktivaci a deaktivaci RAC1
malé GTPazy pres produkci PI(4,5)P, [74] (Obr.2). Kromé toho by RAC1 mohla mit dlleZitou roli pro
rekrutaci a aktivaci dalSich faktorl nezbytnych pro spravny pribéh makropinocytézy. DlleZitym
prikladem efektorové molekuly RAC1, ktery hraje roli v pozdéjsich fazich makropinocytézy je ALS2,

klicovy aktivator RAB5 malé GTPazy [65].

4.3.3 Role malych GTP4az béhem makropinocytdzy
Kromé RAC1 je popsano mnohem vice malych GTPaz, které maji roli v rlznych fazich makropinocytdzy.

Napriklad u hlenky Dictyostelium je RacG izoforma klicovd pro regulaci fagocytézy i pinocytdzy a
v kooperaci s Racl a dalSimi GTPdzami umoznuje aktinovou polymeraci [75]. Tento protein ma rovnéz
v aktivni formé pozitivni vliv na tvorbu filopodii, izkych cytoplazmatickych vybézka, které jsou tvorené
aktinovym skeletem [75]. U mysich embryonalnich fibroblastd ma pfi tvorbé filopodii dlleZitou roli
Cdc42, dalsi GTPaza z Rho (Ras-homologické) rodiny [76]. Tyto GTPazy by se mohly podilet na tvorbé
filopodiim podobnym utvarim, které jsou oznacované jako stanové tyce (,tent poles”). Ty byly
popsany jako nedilnd soucast membranového zvinéni u makrofagl a nejspise se podileji na uzavirani
membrany do makropinocytozomu [77]. CDC42 se neucastni pouze tvorby filopodii, ale ma dllezitou
roli i v samotném membranovém zvinéni. Pfi blokaci Cdc42 mysich makrofag RAW264 dochazi
k potlaceni membranového zvinéni indukovaného CSF i PMA, ale celkovd morfologie bunék z(istava
nezménéna [78]. Na druhou stranu, inhibici Racl je potlacena tvorba zvinéni, které je indukovano CSF,
nikoli vSak PMA [78]. RAC1 i CDC42 jsou pfi fagocytéze schopné pfimé interakce s p21-aktivovanou
kindzou (PAK1) [79]. Na rozdil od RAC1, kterd se vyskytuje aktivni v celém fagocytarnim poharku,
CDC42 je lokalizovana pouze do jejich okrajli [79]. Podobnym zplsobem by se mohly vyskytovat obé
GTPazy i v makropinocytarnich poharcich. PfestoZe je pro optimdlni makropinocytézu nezbytna
aktivace obou téchto faktord, RAC1 a CDC42 maji béhem téchto bunéénych procest pravdépodobné
odlisnou funkci a regulaci [78-80]. U bunék epidermoidni linie A431 bylo zjiSténo, Ze je aktivace RAC1
i CDC42 zavisla na zvyseni cytosolického pH [80]. Amilorid (EIPA) je schopen blokovat Na*/H* antiportér
(NHE), ktery transportuje protony mimo burku a zvysuje tak cytosolické pH. V pfitomnosti amiloridu

tak nedochazi k zvyseni pH, tim se neaktivuji CDC42 a RAC1 GTPazy a inhibuje se makropinocytéza [80].
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Z rodiny RHO GTP4z jisté stoji zminit RHOG malou GTP4zu, jejiz aktivita je nezbytna k formovani
komplexu aktivujictho RAC1 [81]. RHOG byla pozorovana jako duleZity regulator RAC1 aktivity jiz
v membranovém vinéni a oba tyto faktory podporuji spravny pribéh makropinocytézy [81,22].
V neposledni fadé dileZitou rodinou malych GTPaz, ktera patfi do nadrodiny RAS protein(, jsou RAB
GTPazy. Kuprikladu u mysich fibroblastl se aktivni Rab13 GTPaza hromadi v membranovém zvinéni a
pravdépodobné reguluje jejich vznik i formovani makropinocytozomu [77]. Nicméné RAB proteiny jsou

obecné dlleZité pro membranovy transport a Ucastni se spiSe v pozdéjsich fazich makropinocytdzy.
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Obr. 2: Hypotetické schéma zndzorfiujici signdini kaskddy béhem membrdnového zvinéni a po uzavfeni zvinéni

v makropinocytdrnim pohdrku. Sipky mezi jednotlivymi molekulami oznacuji vztah enzym-aktivdtor, ¢&i vztah
enzym-substrat. Sipky s plochym koncem predstavuji vztah enzym-inhibitor. Pro lepsi pfehlednost jsou nékteré
faktory, které jsou béhem makropinocytézy riizné aktivni, oznaceny cervenym ¢i zelenym koleckem. Cervené

kolecko predstavuje inaktivni protein, naopak zelené kolecko znaci faktor v aktivnim stavu. Barevny kéd v obrdazku
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popisuje zastoupeni fosfatidylinositoli v membrdndch. Vinové zbarvené pruhy predstavuji aktinova vidgkna pod
CPM, odlisng matnost vldken je pouze z duvodu prehlednosti. Vétsina popsanych faktor( jsou integrdlni proteiny

Ci lipidové molekuly, reakce se proto odehrdvaji v blizkosti membran.

4.3.4 (CDC42 a PI(4,5)P; aktivuji polymeraci aktinovych vldken
PI(4,5)P, se tedy nachazi ve vyssi koncentraci v membranovém vinéni i v membrané poharku

v dlisledku RAC1 aktivity a jsou rozpoznavany proteiny, které remodeluji a polymeruji aktin. Jiz bylo
zminéno, Ze nukleadni faktory, jako je N-WASP jsou schopné svymi doménami vazat Pl(4,5)P,, coz mlize
indukovat jejich aktivaci [42,82]. Nicméné N-WASP ke své plné aktivaci vyzaduje kromé vazby PI(4,5)P,
i vazbu CDC42 malé GTPazy [83]. Obsahuje tedy vicero funkéné odlisSnych navzdjem interagujicich
domén. Kromé domén vazajicich PI(4,5)P, a CDC42 obsahuje i C-koncovou doménu schopnou vazat
komplex ARP2/3 (s aktinem souvisejici protein 2/3) [83]. Do proteinové rodiny WASP patfi také
proteiny SCAR/WAVE komplexu, které rovnéz aktivuji ARP2/3 komplex, klicovy reguldtor aktinové
polymerizace [84]. ARP2/3 je svou strukturou schopen mimikovat rostouci (+) konec aktinového
filamentu (F-aktinu) a nukleovat tim jeho polymeraci. Zaroven je schopen se vazat na jiZ exitujici viakno
a vytvaret vétvenou aktinovou sit. Mutaci SCAR dochazi k rapidni redukci makropinocytdzy a navozeni
podobného fenotypu jako pouzitim inhibitoru aktinové polymerizace, cytochalasinu A [85]. Nicméné
bylo rovnéz pozorovano, ze SCAR hraje roli i v pozdéjsich fazich endozomdlni drahy a pfi cileni

endocytickych vackl [85].

4.3.5 Role RAS GTPaz béhem makropinocytdzy
Dalezitym faktorem indukujicim makropinocytézu jsou malé GTPazy RAS. Hypermutaci Ras proteind u

nékterych typd rakovinnych bunék hlodavct dochazi k vyraznému zvySeni makropinocytézy [31,33].
Tyto nadorové buriky maji permanentné aktivovanou PI3K, zvySenou hladinu PIP3 a pfidanim
inhibitor( PI3K dochazi k potlaceni Ras indukované makropinocytézy [31]. Tato pozorovani naznacuiji,
Ze by PI3K mohla byt efektorem RAS. Pravé diky aktivaci PI3K prostfednictvim RAS se
v makropinocytarnim poharku PIP3 domény prekryvaji s aktivni formou této GTPazy [70]. V dalsich
studiich byla prokazdna pfima vazba RAS GTPazy s PI3K a nasledna RAS-fizenda aktivace PI3K béhem
makropinocytdzy [86,87]. Rodina RAS proteinli obsahuje celou fadu GTPaz majicich v bunkach rlzné
role. Ras GTPazy vyznamné pro makropinocytozu hlenky Dictyostelium jsou napfiklad RasS. RasS
mutanti maji redukované mnozstvi makropinocytarnich poharkli a pozménény tvar bunék véetné
abnormalni morfologii aktinového kortexu [88]. Rovnéz mutant RasG izoformy predstavuje pro burku
Dictyostelia zhorseni pfijmu tekutiny a k podobnému fenotypu dochazi i nadprodukci RasB [89]. To
naznacuje, Ze RAS GTPazy mohou regulovat cely proces pozitivné i negativné. A jelikoZ dochazi k indukci
makropinocytézy okolo PIP3 domén nezavisle na jejich vzniku [70], RAS GTP4zy by mohly aktivaci PI13K
a tvorbou PIP3 indukovat formovani makropinocytarniho poharku. Zajimavé ovsem je, Ze maximalni

koncentrace RAS proteinu byla pozorovana v membrané makropinocytozomu az po uzavieni poharku
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[90]. Pro plné pochopeni, jakym mechanismem dochazi k uzavieni membranového vinéni do
makropinocytarniho poharku je dozajista potfeba dalSich studii. Nicméné jak jiz bylo zmifiovano,
vétsina makropinocytarnich poharkd vznika bud’ stépenim z jiz existujicich, nebo zcela de novo [70].
Poharky vzniklé z membranové zvinéni tak predstavuji pouze malou ¢ast této mnoZziny a pro komplexni

pochopeni tvorby makropinocytarniho poharku bude potieba dalsich experiment(.

4.4 Makropinocytarni poharek

4.4.1 RAS GAP organizuji velikost a tvar makropinocytarniho poharku
Makropinocytarni poharek je Salkovité tvarovany membranovy utvar, ktery ma ve svych sténach

bariéru branici laterdlni diflzi [68]. Jeho membrana obsahuje nejvyssi koncentraci RAC1 [66], rostouci
koncentraci PI(4,5)P, [63] a vysokou koncentraci RAS, kterd se prekryva s PIP3 doménami [72]. Kinetika
PIP3 domén zavislych na aktivni RAS GPTaze je tak ovliviiovana jejimi aktivatory (GEFs) a inhibitory
(GAPs) [72]. Prikladem GAP proteinu pro Ras/RAS, ktery hraje roli pfi makropinocytdze u Dictyostelia i
u M-CSF indukované makropinocytdzy savcich makrofagll, je neurofibromin 1 (NF1) [91,92]. Jeho
mutaci dochazi k rapidnimu vzriistu membranovych zvinéni a predpoklada se tak, Ze omezuje expanzi
makropinocytarné aktivnich membranovych domén [91]. DalSim Ras GAP dlleZitym béhem
makropinocytézy u Dictyostelia je 1ggC (IQGAP-ptibuzny protein), ktery je lokalizovan zejména na
makropinocytarnim poharku, kde selektivné inaktivuje RasG [93]. Stejné jako NF1 negativné reguluje
makropinocytdzu a jeho mutaci dochazi k tvorbé vétsich makropinocytarnich vacka [93]. Oproti tomu
neselektivni vici Ras izoformam je RGBARG (protein obsahujici RCC1, RhoGEF, BAR a RasGAP domény),
jehoz nabohaceni bylo pozorovano u Dictyostelia na periferii makropinocytarniho poharku, nikoliv
uvnitf pohdrku jako NF1 [94]. Jejich role jsou tak pravdépodobné odlisné, pricemZz NF1 se podili
zejména na velikosti poharku, ale RGBARG i na jeho tvaru [94]. RGBARG je multidoménovy protein a
pro jeho vazbu do membrény je klicova BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) doména, kterd v tomto pfipadé
vaze vSechny PIPs nezavisle na fosfatové konfiguraci [94]. Kromé téchto domén md i Rho GEF doménu,
kterd aktivuje malé GTPazy zrodiny Rho, véetné Racl [94]. Diky témto faktorm by
v makropinocytarnim poharku mohla oblast s aktivnim RAC1 pfesahovat oblast s aktivni RAS GTPazou.
Pokud by tedy RAC1 fizena polymerace aktinu byla inhibovdna RAS ¢i PIP3, dochazelo by k polymeraci
aktinu pouze na periferii poharku, coz by vyznamné pomahalo rlstu kruhového vycnélku na okraji

poharku béhem jeho formovani [94].

4.4.2 Prstence nuklecnich faktort v periferii makropinocytarniho poharku
Nukleacni faktory SCAR a WASP jsou nabohaceny v prstenec na okraji makropinocytarniho poharku.

Tento prstenec ovSsem nelze detekovat zobrazenim aktinu, ktery je u hlenky Dictyostelium distribuovan
vSude napfi¢ poharkem [70]. SCAR i WASP proteiny tak vytvari Uzky pds na periferii poharku, nikdy ale

v centru poharku, kde jsou lokalizované PIP3/Ras domény [70]. To odpovida teorii, ve které diky
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RGBARG aktivité oblast aktivniho RAC1 presahuje oblast aktivniho RAS. RAS by poté mohla v centru
poharku pres PI3K umoznit tvorbu PIP3 a naopak by regulovala vazbu WASP do perifernich oblasti s
vyluéné aktivnim RAC1. SCAR bohatd oblast postupné roste smérem od centra bunky a umoziuje
uzavreni celého poharku ve vacek [95]. U Dictyostelia jsou za rekrutaci SCAR do periferie primarné
zodpovédné Ras GTPazy, nikoliv vSak PIP3 domény. Tato rekrutace je tedy nezdvisla na aktivité PI3K,
nicméné, pokud je PI3K inhibovana, probiha cely jev s mensi ucinnosti [70]. U mysSich embryonalnich
fibroblast(l je makropinocytdza zavisla na WAVE2 a bylo popsano, Ze tento protein z WASP rodiny fidi
aktinovou polymerizaci na vystupuijicich okrajich makropinocytarniho pohdrku [96]. WAVE?2 je u téchto
bunék rovnéz aktivovan prostfednictvim Racl, ale regulovan pfitomnosti PIP3 domén [96]. Tyto
poznatky rovnéz naznaduji pfesahujici oblast RAC1 oproti RAS/PIP3, ktera Fidi tvorbu a rist aktinového

pasu na periferii makropinocytarniho poharku béhem maturace poharku (Obr. 2).

Obr. 3: 3D rekonstrukce buriky hlenky Dictyostelium s makropinocytdrnimi pohdrky. PIP3 byly vizualizovdny
prostiednictvim PH domény odvozené od CRAC proteinu (cytosolického reguldtoru adenyldt cykldzy), které méla
navdzany erveny fluorescenéni protein (RFP). Cerveny signdl Ize pozorovat na bézi makropinocytdrniho pohdrku.
SCAR komplex je oznacen skrze podjednotku HSPC300-GFP (protein hematopoetickych kmenovych/
progenitorovych bunék 300 fuzovany se zelenym fluorescencnim proteinem). Tento signdl je pozorovatelny na

periferii pohdrku, kde tvori prstence. Prevzato [70].

4.4.3 Myosiny v makropinocytoze
Myosiny jsou molekularni motory, které jsou schopné za spotieby ATP vykonavat jednosmérny pohyb

po aktinovém vldkné. Nicméné se jednotlivi zastupci této proteinové rodiny mohou podstatné lisit svou
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strukturou i lokalizaci. Nékteré formy myosinl byly popsany i v bunéénych procesech jako je
makropinocytéza. Kupfikladu u savcich bunék je klicovy tézky fetézec myosinu IIA, ktery prokazatelné
asociuje s aktinem a jeho inhibici dochazi k potlaceni makropinocytézy [97]. Myosin IIA je schopen
provazovat aktinovy cytoskelet s malou GTP4zou z ARF rodiny, ARL13b (ADP-ribosylacnimu faktoru
podobny protein 13b) [98]. Jak myosin IIA, tak ARL13b jsou u lidskych fibroblastl nezbytné pro
formovani cirkuldrnich zvinéni béhem makropinocytézy [98]. U Dictyostelia byly popsany izoformy
myosinu |, které se podili na spravném pribéhu makropinocytézy. Mutaci téchto myosin( dochazi
k defektm prestavby aktinového cytoskeletu a extenzi membrany v ranéjsich fazich makropinocytézy
[99]. I1zoformy MyoB, MyoE a MyoF jsou lokalizovany rovhomérné jiz v membranovém zvinéni [100].
Nicméné pfi uzavirani poharku je MyoB izoforma smérovana do Spi¢ek makropinocytarnich poharkd,
naopak MyoF a MyoE jsou kolokalizovany v centru pohark( spolecné s PIP3 doménami a na okrajich
chybi [100]. MyoB zde nemad funkci pouze jako mechanoenzym pro pohyb ndkladu po cytoskeletu, ale
je klicovy pro tvorbu a organizaci aktinového cytoskeletu [101]. Tato izoforma je schopna interagovat
s Arp2/3 komplexem i krycim proteinem (,,capping protein“) a prostfednictvim adaptorového proteinu
p116 tvorit komplex [101]. p116 je lokalizovan na vybihajici okraje makropinocytarniho pohdrku a jeho
mutaci dochazi k defektidm v makropinocytéze [101]. Pozoruhodné je, Ze byly identifikovany p116
homologické proteiny i u mnohobunécnych Zivocichi véetné savcl [101]. Na tvorbé vybihajicich okrajl
makropinocytarniho poharku by se tak nemusely podilet pouze WASP proteiny, ale i myosiny a
homology p116, které stejné tak aktivuji ARP2/3 [101] (Obr.2), umoznuji aktinovou polymeraci a

tvorbu prstence na periferii poharku.

4.4.4 Formin G reguluje aktin na bazi makropinocytarniho poharku
U hlenky Dyctiostelium je aktin nahromadén i v centru makropinocytarnim poharku, nejen na periferii

v oblastech vybihajiciho pasu [70,95]. U téchto bunék je okraj s nabohacenym SCAR popsan jako drsny
s proménlivou Sitkou, naopak aktinovy cytoskelet v centru jako tenky a hladky [95]. Nicméné u
epidermoidnich A431 bunék nedochazi k vazbé aktinu na bazi makropinocytdrniho poharku, naopak
od téchto PIP3 bohatych oblasti disociuje [67]. Vysvétlenim téchto rozdilnosti mlze byt formin,
konkrétné jeho izoforma G (ForG). ForG byl pozorovany u Dyctiostelia, kde efektivné prodluzuje
aktinova vldkna, nicméné jako nukleaéni faktor je velice slaby a pravdépodobné spolupracuje s Arp2/3
komplexem [102]. Tato izoforma forminu je nabohacena pod cytoplazmatickou membranou pouze
v oblastech formujicich se makropinocytarnich a fagocytarnich pohark( a jeho inaktivaci se vyrazné
redukuje aktin na bazi pohark( [102]. Hlavnimi regulac¢nimi faktory ForG v poharku, podobné jako u
rekrutace SCAR, jsou Ras GTPazy, konkrétné se jedna o RasG a RasB, nikoliv vsak PIP3 domény [102].

Naopak u makrofagd bylo pozorovano, Ze produkty PI3K aktivuji AKT a tato drdha (PI3K/AKT) poté
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zpUsobuje defosforylaci a aktivaci kofilinu, dalsiho regulatoru aktinu [103]. Makropinocytdza by se tak

u pozorovanych modell mohla v téchto aspektech lisit.

4.4.5 PI(4,5)P; a jeho efektorové molekuly béhem makropinocytézy
U makropinocytdzy savcich bunék se aktin hromadi pouze v oblastech bohatych na PI(4,5)P,, naopak

v oblastech s PIP3 nakupen neni a disociuje [67]. PI(4,5)P, by tak mohl byt jednim z hlavnich aktin
remodelujicich faktorl béhem formovani makropinocytarniho poharku a to nejen skrze vazbu WASP,
ale i diky interakcim s dalSimi reguldtory. Kuptikladu a-actinin, protein provazujici vldkna aktinu do
paralelnich svazkd, je schopen vazat PI(4,5)P, [104]. Jedna z izoforem a-aktininu, aktinin-4, pfispiva
k vazbé aktinu mnohem podstatnéji v oblastech s kruhovymi zvinénimi nez ve zvinénich rovinnych
[105]. Inhibici aktininu-4 protilatkami doslo k vyrazné redukci prijmu tekuté faze, coz naznacuje, Ze se
tento protein vyznamné podili na makropinocytéze [105]. PI(4,5)P; je rovnéZ schopen za béinych
podminek vazat kofilin, ¢imZ dochazi k jeho inhibici [106]. V neposledni fadé jsou PI(4,5)P, vazebnymi
proteiny takové, které zajistuji degradaci a preménu tohoto fosfatidylinositolu v jiné PIPs.

Koncentrace PI(4,5)P, v makropinocytarnim poharku z pocatku roste, priblizné 20 sekund po uzavieni
membrany do makropinocytarniho poharku, nicméné se snizuje ve chvili, kdy se za¢ne hromadit PIP3
[67,90]. PI(4,5)P; je v téchto okamZicich pravdépodobné odebiran pro syntézu PIP3. To ovSsem neni
jediny davod, diky kterému dochazi k depleci PI(4,5)P, z membrany poharku. Pfi konstitutivni
makropinocytéze transformovanych bunék byla pozorovdna nezbytnd permanentni aktivita PI3K i
fosfatidylinositol specifické fosfolipazy C (PI-PLC), ktera stépi PI1(4,5)P, na inositoltrisfosfat (IP3) a
diacylglycerol (DAG) [31]. Tranzice PI(4,5)P, prostfednictvim PI3K i PLC byla popsana i u EGF
stimulované makropinocytézy A431 bunék [67]. BEhem této tranzice dochazi v makropinocytarnim
poharku k prestavbé aktinového cytoskeletu [67]. PLC obsahuje PH doménu, ktera je vysoce afinni
zejména k PI(4,5)P; a Casto se pouziva k jeho vizualizaci [67]. Vrchol koncentrace DAG, produktu PLC,
nastava kratce po vrcholu PIP3 a trvd v makropinocytdrnim poharku déle, coZ naznacuje, Ze by
k aktivaci PLC mohlo dochazet v dlsledku vysoké koncentrace PIP3 [107]. PLC je aktivovana aZ po
hromadéni PI3K produktl v membrané a pravdépodobné tak lezi v signalni kaskadé za P13K signalizaci
[31]. To odpovida zjisténi, Ze PIP3 rekrutuje a alostericky reguluje aktivitu nékterych izoforem PLC,
kuprikladu PLC-B [108]. Pravé izoforma PLC-B se pravdépodobné ucastni hydrolyzy PI(4,5)P, béhem

makropinocytézy [109].

4.4.6 Proteinkinaza C a jeji role v makropinocytéze
Po hydrolyze P(4,5)P, fosfolipazou C mohou vzniklé produkty, IP3 a DAG, fungovat jako druzi posli.

Jedna se o malé molekuly, které vazi a reguluji aktivitu efektorovych proteind. DAG zUstava ukotven
v membrané, kde mlzZe vazat a aktivovat proteinkinazu C (PKC). To bylo pozorovano béhem maturace

makropinocytarniho poharku, kde po zvysené koncentraci DAG nasledoval i vzrlst koncentrace aktivni
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PKC [90]. Inhibici PKC u mysSich makrofagd RAW 264 dochazi k blokaci makropinocytézy [103].
Inaktivace PKC rovnéZ vyznamné zabranuje akumulaci cholesterolu v disledku pfijmu LDL castic
makropinocytézou, coz je klicovy faktor pro formovani pénovych bunék [25]. Hlavni izoforma nezbytna
pro PMA i M-CSF indukovanou makropinocytdzy u makrofagl je PKC-6 [107,110]. PKC-6 byla dale
pozorovana béhem prijmu antigen( u dendritickych bunék, kde jeji inhibici doslo k vyrazné redukci
produkce polarizacnich cytokind, antigenni prezentace a celkové maturace bunék [111]. Aktivni PKC-
6 je schopna aktivovat fosfatazu SHH1 (Slingshot homolog 1), ktera posléze defosforyluje kofilin [110].
Aktivita kofilinu je v burikdch regulovana fosforylaci prostfednictvim LIM kindzy (LIMK), jez kofilin
inaktivuje a SHH1 fosfatazy, kterd kofilin aktivuje [112]. Zajimavé je, Ze u M-CSF stimulované
makropinocytdzy dochazi k aktivaci PKC-6 i kofilinu, ale nedochazi k ovlivnéni SHH1 a LIMK [110].
Souhrnné, kofilin je neaktivni v pfitomnosti PI(4,5)P,, nicméné v pfitomnosti aktivni PI3K dochazi
k aktivaci PLC/PKC i AKT signalni drahy a obé tyto signalizace vedou k aktivaci kofilinu (Obr. 2 a Obr. 4).
Kofilin ma pak vicero rliznych roli v remodelaci F-aktinu. Obecné odstépuje od aktinovych vldken kratsi
Useky na rostoucim (+) konci a vytvari tak nové konce, ¢imz ovliviiuje pomér polymerace-depolymerace

F-aktinu, vétveni téchto vldken, migraci bunék a tvorbu vyénélkd [113].

4.4.7 Diacylglycerol kindza a kyselina fosfatidova v makropinocytarnim poharku
Diacylglycerol muizZe rovnéz slouZit jako substrat pro Diacylglycerol kindazu (DGK), kterd DAG fosforyluje

na kyselinu fosfatidovou (PA) [114]. Pro produkci PA diacylglycerol kindzou je tedy nezbytna aktivita
PLC-B, pfitomnost PI(4,5)P; jakoZto substratu pro PLC a aktivita PI3K, jelikoZ PIP3 domény rekrutuji PLC-
B do poharku [108,109]. PA je nezbytna pro konstitutivni makropinocytézu APC, jelikoz umoziuje
vazat na membranu a tim aktivovat TIAM1 (T-lymfom invazi a metastazi indukujici protein 1), GEF pro
RAC1 [109]. Krekrutaci TIAM1 do membrany je kromé vazby kyseliny fosfatidové nezbytna PH
doménou zprostiedkovana vazba PIP3 [109]. DGK, konkrétné izoforma {, je nezbytnd i pro
makropinocytézu indukovanou ristovymi faktory a to rovnéz tak, Ze poskytuje PA aktivujici RAC1
GTPazu [114]. Nicméné i jiné izoformy DGK aktivuji RAC1 a umoznuji tim spravny pribéh
makropinocytézy, napfiklad DGK-a v epitelidlnich burfkdch [115]. Aktivace RAC1 GTPazy
prostfednictvim DGK spocivd ve vazbé PA na faktor, ktery umozni disociaci RAC1 od guanosin
nukleotid-disocia¢niho inhibitoru (GDI), jenZ brani vazbé malych GTPaz do cilovych membran
[115,116]. Kupfikladu diky DGK-T signalizaci prostfednictvim PA dochazi k fosforylaci p21-aktivované
kindzy (PAK1), ¢imzZ se tato kinaza aktivuje a umoznuje disociaci RAC1 od RHOGDI [116] (Obr. 2 a Obr.
4). Tyto poznatky mohou osvétlit nékolik jiZz zminovanych jev(. Kupfikladu jsou v souladu
s pozorovanimi, kde se prekryvaji vrcholové koncentrace PIP3/DAG/RAC1 [90]. To lze vysvétlit tim, Ze

PIP3 domény umoziuji tvorbu DAG, ktery ve fosforylované podobé umozniuje aktivaci RAC1.
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4.4.8 AKT je dllezitym aktivatorem mTORC1
Protein kindza B, neboli AKT je serin-threoninova kindza, ktera obsahuje PH doménu vazici s vysokou

afinitou PIP3 a vrchol jeji aktivity se prekryva svrcholem vyskytu PIP3 [67,107,117]. Pfidanim
antagonistd PIP3 nedochazi k vazbé a aktivaci AKT, coZ vyustuje v bunécnou smrt [117]. Jedna se tak o
schéma mozné protinadorové terapie rakovin majicich PTEN deficit, jako je rakovina prostaty, jelikoz
ztrata PTEN fosfatazy zplsobuje hromadéni PIP3, hyperaktivaci AKT a bunéény rast [32,117,118].
Cirkularni zvinéni vytvafi membranové domény, ve kterych se hromadi aktivni PI3K i AKT a dochazi tak
k lokalni amplifikaci téchto signalnich molekul [119]. Nicméné u M-CSF indukované makropinocytézy
inhibici AKT nedochazi k potlaceni formovani makropinocytarniho pohdarku ani makropinocytozomu a
AKT pravdépodobné neni nezbytna pro cely tento proces [107]. Protein kindza B je ovSem schopna
fosforylovat celou fadu cilovych protein, jako naptiklad tuberin (TSC2), ktery je souéasti komplexu
tuberin-hamartin (TSC1/2) [120,121]. Po fosforylaci TSC1/2 komplexu dochazi k jeho disociaci
z lysozomalni membrany, ¢imZ se inhibuje jeho GAP aktivita vic¢i malé GTPaze zvané RHEB [121]. RHEB
je v aktivni formé rovnéz zakotvena do lysozomalni membrany a aktivuje zde komplex mTOR1 [122].
Je ovSem nutné zminit, Ze pro aktivaci, respektive lokalizaci mTORC1 do lysozomalni membrany je
nezbytna funkce vice faktort. Prikladem muizZe byt mald GTPaza RAG a jeji lokalizator RAGULATOR,
ktery je aktivovan v pfitomnosti dostatecného mnozstvi aminokyselin v cytosolu [122]. PI3K/AKT draha
a mnoizstvi aminokyselin v burice se tak nezavisle na sobé rozdilnym zplsobem podileji na aktivaci
mTOR1 komplexu [121,123]. Jak jiz bylo zmifnovano, mTORC1 funguje jako senzor dostatku volnych
aminokyselin v bufice a inhibuje jejich dalsi pfisun prostfednictvim makropinocytdzy. Pozitivné
ovliviiuje anabolismus aminokyselin a jeho inhibici dochazi k signalizaci nedostatku aminokyselin, coz
vede kzvySené mife makropinocytdzy [30,33,34]. Makropinocytarni vacky béhem své maturace
dopravuji aminokyseliny do endolysozomalniho systému, diky ¢emuz makropinocytdza nezajistuje
pouze cytosolickou cestu aktivace mTORC1 prostfednictvim PI3K/AKT signalizace, ale i cestu
vezikularni, ktera zprostfedkovava samotny pfijem aminokyselin nezbytny pro lokalizaci a aktivaci

tohoto komplexu [119,123] (Obr. 2).

4.5 Uzavirdni makropinocytarniho poharku

4.5.1 Sekvencni defosforylace fosfatidylinositolQ
Pro optimalni pribéh makropinocytdzy a spravné uzavieni makropinocytarniho poharku je nezbytné

sekvencéni odbourdvani PIP3 aZ na fosfatidylinositol [124] (Obr. 4). BEéhem maturace poharku je
dynamika PIP3 domén pod kontrolou 5-fosfatazy SHIP2, kterd katalyzuje defosforylaci na PI(3,4)P;
[124,125]. Tento PIP2 je pro makropinocytdzu dUlezity, jelikoZz je rovnéZz rozpoznavan pfislusnymi
efektory, kupfrikladu TAPP1 (tandemovy protein obsahujici PH doménu) s PI(3,4)P, specifickou PH
doménou [125]. PI(3,4)P, se zacind hromadit v pozdnich fazich formovani makropinocytozomu ve

chvilich, kdy dochdzi k snizovani mnozstvi PIP3 [124,125]. Nicméné jsou tyto fosfolipidy dale
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defosforylovany INPP4A fosfatazou na PI(3)P, ktery je poté pravdépodobné rychle konvertovan na Pl
dalsi fosfatazou, jez se nazyvd MTMR (myotubularinu pfibuzny protein) [124]. INPP4A, MTMRG6 i
MTMR9 byly popsdny jako fosfatdzy nezbytné pro makropinocytézu a jejich depleci dochazi
k poskozeni tvorby makropinocytozomu, avSak tvorba makropinocytarniho poharku je neposkozena
[124].

PI(3)P se stejné jako mald GTPaza RABS zacina hromadit pred uzavienim makropinocytarniho poharku
a vrchol jeho koncentrace nastdva velice kratce po odstépeni membrany vacku od CPM [66,90,126].
Jak jiz bylo diskutovano, PI(3)P rekrutuje RAB5 do membran, ¢imz dochazi k aktivaci PI3-kinazy tridy IlI
zvané VPS34, ktera v ramci pozitivni zpétné vazby syntetizuje PI(3)P de novo z PI [62,63]. Nicméné
pritomnost PI(3)P k aktivaci RAB5 nestaci a je vyZzadovana i pfitomnost ALS2, RAC1 GTPazou aktivovany
GEF pro RAB5 [126]. RABS je pfi uzavirani poharku daleZita pro rekrutaci inositol 5-fosfataz, jako je
INPP5b (inositol-1,4,5-trisfosfat 5-fosfataza typu Il) ¢i OCRL (protein Loweho okulocerebrorenalniho
syndromu) do membrany [127]. Tyto fosfatdazy maiji jako substrat P(4,5)P; a slouZi k jeho nezbytné
findlni depleci béhem uzavirani poharku [127]. Inaktivaci RABS5, ¢i fosfatdz, které tato GTPaza aktivuje
nedochazi k degradaci PI(4,5)P,, ¢imZ se inhibuje uzavieni poharku a odstépeni makropinocytozomu
od plazmatické membrany [127]. Tato pozorovani rovnéz objasiuji, proc byla popsana nejvyrazné;jsi

deplece PI(4,5)P, az béhem uzavirani poharku [67].

4.5.2 Inaktivace RAC1 umoznuje uzavirani makropinocytarniho poharku
Pfi uzavirdni pohdarku dochdzi na membrané kvyraznym zménam. OdliSnym zastoupenim

fosfatidylinositol(i se méni i zastoupeni faktor(, které s membranou interaguji. Kromé RAB5 malé
GTPazy se v membrané hromadi PKC a RAS, které dosahuji maximalni koncentrace rovnéz po uzavieni
makropinocytarniho poharku a prekryvaji se tak s RAB5 [90]. DAG, jehoz vrchol pfedchazi PKC/RAS,
mUiZe oba tyto faktory aktivovat a jejich hromadéni v membrané je pravdépodobné rovnéz nezbytné
pro uzavieni poharku [90,107]. Je tfeba zminit, Ze neni nezbytna pouze aktivace a kumulace faktor(
indukujici uzavirani poharku, ale je nutnd i inaktivace faktor(, které fidili formovani poharku
v pfedchozich fazich makropinocytézy. U mysSich makrofagh RAW264 dochazi pfi fagocytéze k
inaktivaci malych GTPaz Racl a Cdc42 PI3K Fizenou akumulaci RhoGAP [128]. Produkty PI3K rekrutuji
RhoGAP do poharku, coz zpUsobi inaktivaci Racl a rozpad F-aktinu, jehoZ depolymerace je nezbytna
pro uzavieni fagocytarniho poharku [128]. Podobné vysledky byly popsany i u makropinocytdzy, kde
je inaktivace Racl nezbytna pro uzavieni makropinocytdrniho poharku a trvale aktivni Racl uzavirani
poharku potlacuje [74]. V bunikdch RAW264 bunécné linie s trvale aktivni Racl nevzrista koncentrace
PI(3)P v membrané makropinocytarniho poharku a deaktivace Racl je nezbytna pro to, aby membrana

ziskala identitu ¢asného makropinocytozomu [74].
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Souhrnné, béhem uzavirani makropinocytdrniho poharku dochazi k postupnému rozkladani PIP3 az na
Pl. Zaroven je nutna deaktivace CDC42 i RAC1 GTPaz a deplece PI(4,5)P,, ¢imZ dochazi k prestavbé
aktinového cytoskeletu. To umoznuje nasledny vzrist koncentrace PI(3)P, aktivaci a amplifikaci RAB5

v pozitivni zpétné smycce (Obr. 4).
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Obr. 4: Hypotetické schéma zndzorriujici signdini kaskddy, které probihaji v obdobi uzavirdni makropinocytdrniho
pohdrku. Sipky mezi jednotlivymi molekulami oznacuji vztah enzym-aktivdtor, & vztah enzym-substrdt. Sipky
s plochym koncem predstavuji vztah enzym-inhibitor. Pro lepsi pfehlednost jsou nékteré faktory, které jsou béhem
makropinocytézy riizné aktivni, oznaceny cervenym ci zelenym koleckem. Cervené kolecko predstavuje inaktivni
protein, naopak zelené kolecko znaci faktor v aktivnim stavu. Barevny kod v obrdzku popisuje zastoupeni
fosfatidylinositoli v membrdndch. Vinové zbarvené pruhy predstavuji aktinova vidkna pod CPM, odlisSnd matnost
vldken je pouze z divodu prehlednosti. Vétsina popsanych faktort jsou integrdini proteiny i lipidové molekuly,

reakce se proto odehrdvaji v blizkosti membrdn.

4.5.3 PAK1 umoznuje zakfiveni membrany
Pro makropinocytézu indukovanou rlstovymi faktory je rovnéz nezbytna aktivita p21-aktivované

kinazy a konstitutivné aktivni PAK1 vyrazné zesiluje miru takové makropinocytdzy [129]. Vyznamnou
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funkci PAK1 mUzZe byt aktivace RAC1, jelikoZ se inhibici PAK1 sniZuje i aktivita RAC1 [129]. To se shoduje
s jiz popsanymi tvrzenim, Ze PA zajistuje fosforylaci PAK1 a ta umozriuje disociaci RAC1 od RHOGDI
[116]. Nicméné, inhibici RAC1 nedochazi k inhibici PAK1 indukované makropinocytdzy, coZ naznacuje,
Ze se PAK1 podili na regulaci tohoto bunééného déje i jinym zplsobem [129]. Bylo zjisténo, Ze PAK1
béhem makropinocytézy fosforyluje a tim aktivuje CtBP1/BARS (C-konec vazebny protein-1/
brefeldinA-ADP  ribosylovany substrat) [130]. Aktivni CtBP1/BARS je rekrutovdan do
makropinocytarniho poharku a prechodné se hromadi v kréku takového poharku, kde zajistuje jeho
uzavreni a odstépeni makropinocytozomu [130]. CtBP1/BARS jsou oznacovany jako fuzni proteiny a
béhem makropinocytdzy pravdépodobné aktivuji fosfolipdazu D (PLD) [131]. Konkrétné byla popsana
izoforma PLD1 jako ta, ktera se Ucastni uzavirdni poharku do vacku a na jeji aktivaci se podili napriklad
i PKC [131]. Produktem hydrolyzy PLD je fosfatidova kyselina, diky ¢emuz mze vznikat pozitivni zpétna
smycka, ktera cely signal amplifikuje (Obr. 4). Zaroven mlze v disledku nahromadéné PA dochazet ke
zménam fyzikdlnich vlastnosti membrany, coz by mohlo umozZniovat zakfiveni této membrany béhem

uzavirani poharku [131].

5 Maturace makropinocytozomu

5.1 Cytoskelet béhem maturace

5.1.1 Unik z aktinového plasté
Po uzavieni makropinocytarniho poharku se vyrazné méni charakter membrany. Dochdazi k zméndm v

zastoupeni fosfatidylinositold v membrané, ¢imz se méni i signalizace a aktivuji se nové efektory. Pro
nové vznikly vacek je dilezZita prestavba aktinového cytoskeletu, ktery se kolem membrany nahromadil
v pfedchozich fazich makropinocytézy. Jiz v prvni minuté po uzavieni poharku dochazi ke ztraté
aktinového cytoskeletu, ktery tvori kolem vacku plast [132]. Jednim z dlleZitych proteind, ktery by se
mohl podilet na odstranéni aktinového plasté z povrchu makropinocytozomu je PHAFIN2. Bunky, které
maji deletovany PHAFIN2 nedokazi odstranit sv{j aktinovy obal z povrchu vacku [133]. Tento protein
obsahuje PH i FYVE vazebné domény, které v soucinnosti rozpoznavaji PI(3)P i PI(4)P a dokonce i pfimo
aktin [133]. Po vazbé PHAFIN2 se v aktinovém plasti zacnou vytvaret otvory, kterymi je nascentni vacek
vytlacen ze svého obalu smérem od povrchu bunky [133]. Byla popsana i role myosin( IIA, které jsou
soucasti aktinového pldsté kolem nascentniho makropinocytarniho vacku a podili se na jeho pohybu
smérem od aktinového cytoskeletu pod cytoplazmatickou membranou do nitra buriky [134]. Po kratké
dobé tak vacek ztraci aktinovy plast véetné myosinG a ostatnich aktin vazebnych a remodelujicich
proteind. Stejné tak se z povrchu vacka ztraci i PHAFIN2. Nicméné tento protein vykazuje dvé faze
lokalizace a po své prvotni depleci se na membrdné makropinocytarniho vacku zacind kumulovat znovu

[133].
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5.1.2  Mikrotubularni cytoskelet
Kromé aktinového cytoskeletu je pohyb smérem od povrchu bunky fizen i prostfednictvim

mikrotubuldrniho aparatu a dyneind. Dyneiny a kineziny jsou motorové proteiny, které se za spotifeby
ATP mohou pohybovat po mikrotubulech a transportovat vacky ¢i jiny material napfi¢ burikou. Inhibici
dyneinl ciliobrevinem dochazi k zastaveni pohybu jiZ existujicich makropinocytozomd, navic se ovsem
potladuje uzavirani makropinocytarniho poharku [134]. Mikrotubuly tak prorustaji aZ k aktin-bohaté
oblasti pod cytoplazmatickou membranou a uzavirdni pohdrku je pfimo spojeno s jeho ndslednym
pohybem v burice [134]. Dyneiny, které zajistuji bunééné pochody béhem makropinocytézy jsou
pravdépodobné fizeny proteinem ARF6 (ADP-ribosylacnim faktorem 6), ktery patti mezi malé GTPazy
nadrodiny RAS [134]. ARF6 je pro makropinocytdzu nezbytnd GTPaza zejména diky tomu, Ze specificky
aktivuje JIP 3 a 4 (protein interagujici s Jun kindzou) [134]. JIP3, stejné jako jeho homolog JIP4, je
adaptorovy protein schopny vazat mikrotubuldrni motory a regulovat tim transport v bunikach [135].
ARF6 by tudiz mohl béhem makropinocytdzy umoznovat rekrutaci JIP proteint a tim i dynein(, diky

¢emuz by mohl zajistovat nejen uzavirani poharku, ale i nasledny transport makropinocytozomu [134].

5.2 Casné faze maturace makropinocytozomu

5.2.1 RABS5 a jeho konverze
Pro nascentni makropinocytarni vacek je typicka vysoka koncentrace RAB5, jak bylo diskutovano drive.

RABS je jednim z faktor(, ktery je nezbytny pro maturaci makropinocytozomu [126]. V membrané je
tato mald GTPaza schopna vazat svij GEF zvany RABEX5 a provazovat ho se svym efektorem
RABAPTINEMS do komplexu, ktery vede k pozitivni zpétné smycce rekrutace a aktivace RAB5 [62].
RAB5 nasledné umoznuje generovani PI(3)P v dalsi pozitivni zpétné smycce diky ¢emuz vznikaji na
pfislusné membrané vzory, jenz napodobuji membranu ¢asnych endozom( [62]. Nicméné RAB5 neni
v membrdné vzniklého makropinocytozomu dlouho a jeji koncentrace z membrany vacku po nékolika
minutach rychle klesa [126,136]. Zajimavé je, Ze RABEX5 nijak nereguluje aktivaci a deaktivaci RAB5
GTPazy v membrandch [126]. Jeji aktivita je regulovdna zejména GEF proteinem ALS2, ktery je kli¢ovy
pro aktivaci RAB5 v dobé uzavirani pohdrku, ale stejné tak umoZniuje ndslednou deaktivaci této malé
GTPazy [126]. Disociace ALS2 je zavisla na RAB7 GTP4ze, v dlsledku cehoz dochazi i k deaktivaci a
disociaci RAB5 [126]. Konverze RAB GTPaz byla popsana i v jinych studiich a pro vacky s nakladem

pravdépodobné predstavuje prechod z ¢asného do pozdniho endozomu [137].

5.2.2 PI(3)P a jeho efektory — ttidici nexiny
S koncentraci RAB5 v membrané vacku Uzce souvisi i pfitomnost PI(3)P domén, které kromé rekrutace

RABS5 ddle interaguji s celou fadou efektorovych molekul. Pfikladem takovych proteini mohou byt
tridici nexiny (SNX), které maji phox homologickou (PX) vazebnou doménu [138]. Pro makropinocytézu

dllezity SNX5 vaze specificky PI(3)P i PI(3,4)P;, na druhou stranu SNX1 ma kapacitu vazat PI(3)P a
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PI(3,5)P, [138,139]. SNX proteinova rodina obsahuje kromé PX domény i BAR doménu, kterd je
nezbytnd pro zakfivovani membrany a formovani membranovych subdomén oznacovanych jako tubuly
[140]. SNX1 je schopen pfimo zakfivovat membranu a davat tim vzniknout tubullim. Naopak SNX5
nejspise zakfivovani schopen neni a mohl by zajistovat odstépovani pfislusnych tubult od pavodni
membrany [140]. Pfi prozkoumani struktury obou téchto tfidicich proteinl bylo zjisténo, Ze maiji
mnohem vétsi afinitu tvofit heterodimery (SNX1:SNX5) oproti homodimeriim a heterodimery jsou
nasledné schopné vytvaret oligomery, které umoziuji expanzi vznikajiciho tubulu [140]. Je treba
zminit, Ze v makropinocytéze nehraji roli pouze SNX1 a SNX5, ale i dalsi ¢lenové SNX proteinové rodiny.
SNX9 a SNX18 jsou citlivé k hladiné PIP3 a pravdépodobné zakfivuji membranu jiz ve fazich

makropinocytarniho poharku [141].
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Obr. 5: Schéma postupné maturace makropinocytdrniho vdcku v burice. Barevny kéd pFedstavuje molekuly, které
jsou ve schématu zndzornény. RovnéZ je zde zobrazeno casové obdobi, ve kterém s membrdnou

makropinocytozomu interaguji prislusné faktory. Prevzato [142] a upraveno [133,143].
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5.2.3 Tubulace, proces fragmentace makropinocytozomu
Tubulace makropinocytozomu je duleZity, na mikrotubularnim cytoskeletu zavisly jev odehravajici se

v pribéhu maturace vacku [144,145]. Tubuly, které maji velky pomér plochy membrany vici objemu
se oddéluji od zbytku makropinocytarniho vacku aniz by dochazelo k vyznamnym ztratdm objemu
takového vacku [144]. Odstépovanim plvodni membrany v podobé tubuld dochazi k zvysovani tlaku
zbylé membrany vacku, v disledku éehoz za¢nou faktory zajistujici zakfivovani membrany selhavat a
prestavaji byt schopné membranu vazat [144]. Vysledkem je snizeni priméru, zvyseni kruhového tvaru
membrany makropinocytozomu a stabilizace celé organely [144]. Jiz bylo popsdno, ze dimer
SNX1:SNX5 je jednim z klicovych faktord pro tvorbu téchto protahlych vycnélkd u endozom(. P¥i
pozorovani makropinocytdzy u makrofagu bylo zjisténo, Ze se SNX1 i SNX5 spolec¢né rekrutuji do nové
vytvorenych makropinocytarnich vacka [146]. Pri sledovani lokalizace SNX5 bylo popsano, Ze se
hromadi pravé v oblastech rostoucich tubul(i [144]. Zajimavé ovsem je, Ze k ovlivnéni makropinocytézy
dochazi pouze mutaci SNX5, nikoliv . SNX1 a SNX5 je proto hlavni regulator biogeneze
makropinocytozomu [146]. Nicméné ttidici nexiny nejsou jediné, které maji vliv na tubulaci a maturaci
makropinocytézou vzniklych vackd. Kupfikladu, samotny RABS5, jeho GEF proteiny i RABS efektorové
molekuly vykazuji vliv na formovani tubuldrnich vybézk( [136,144]. RovnéZz se mira SNX-
zprostredkované tubulace postupné sniZuje paralelné s konverzi RAB5 na RAB7 [144]. Dalsim faktorem,
ktery by se mohl podilet na formovani tubuld je RAB21. Bylo popsano, Ze se RAB21 hromadi v mistech
endozomalni membrany, kde dochazi k tubulaci a vzniklé RAB21-pozitivni tubuly jsou schopné dale
rlst a odStépovat se od plivodni membrany [145]. Pfi pozorovani M-CSF indukované makropinocytézy
u mysich makrofagli RAW264 byla Rab21 rekrutovana do membrany po depleci PI(4,5)P, a PIP3, chvili
po rekrutaci Rab5 [147]. Rab21 u téchto bunék vyznamné kolokalizuje s Rab5, nicméné v urcité fazi
kolokalizuje i s Rab7 a zacind disociovat v dobé, kdy se zvySuje hladina Rab7 v membrané [147]. To
naznacuje, ze by se RAB21 mohl nachazet na pomezi RAB5 a RAB7 v obdobi, kdy na membrané

makropinocytarniho vac¢ku dochazi k tubulaci (Obr. 5).

5.3 Pozdéjsi faze makropinocytdzy
5.3.1 PI(3,5)P; a jejich efektory
Jednim z dulezZitych fosfatidylinositol(, ktery hraje roli ve vackovém transportu je PI(3,5)P,. Tento PIP2

je lokalizovan do kompartmentl majicich pozdéjsi ulohu v endocytdze, jako je pozdni endozom i
lysozom, v nichZ se ¢asto hromadi ve zvysené mire pred fuzni uddlosti [52,148]. PI(3,5)P2 vznika
katalytickym puUsobenim fosfatidylinositol-3-fosfat 5-kindzy (PIKfyve), ktera jako substrat vyuziva
PI(3)P. PIKfyve obsahuje C-koncovou katalytickou doménu i FYVE doménu, ktera je schopna vazat
PI(3)P s mnohem vyssi afinitou neZ samostatnd katalytickd doména [149]. FYVE doména je tedy
nezbytnd pro lokalizaci PIKfyve do PI(3)P bohatych membran, kde tento enzym prostfednictvim

katalytické domény zajistuje konverzi PI(3)P na PI(3,5)P, [149,150]. PIKfyve se véZe jiz do ¢asnych

26



endozom a vyskyt PI(3,5)P; se alespori ¢astecné prekryva s PI(3)P [150]. Tato kinaza byla popsanaiu
makropinocytézy jako faktor nezbytny pro maturaci makropinocytozomu v pozdéjsich fazich, kde fidi
zmensovani tohoto vacku [151]. PIKfyve/PI(3,5)P, by mohli hrat roli béhem tubulace
makropinocytarniho vacku, jelikoz PX doména SNX1 je schopna vazat kromé PI(3)P i PI(3,5)P, [138].
Nicméné je tento PIP2 schopen vazat a aktivovat i jinou efektorovou molekulu, kterd makropinocytézu
zasadné ovliviiuje. Jedna se o jiz zmifiovany TRPML1 (kationtovy kanal pfechodného receptorového
potencialu, mukolipinl) [152]. TRPML1 je v endolysozomalnich membranach ptimo a specificky vazan
prostifednictvim PI(3,5)P,, diky cemuz dochazi ke konformacéni zméné tohoto kanalu a jeho naslednému
otevfeni [152]. TRPML1 je poté schopen uvolfiovat Ca?* ionty z lumen kompartmentd, coZ koreluje
s fuzemi ¢i stépenimi membran prislusnych kompartment(l a umoznuje tim regulovat jejich velikost
[151,152]. Inhibici TRPML1, ¢i PIKfyve, dochazi kvyraznému zpomaleni zmensSovani
makropinocytozomu v pozdé;si fazi maturace vacku [151].

Souhrnné, PI(3,5)P; se diky plsobeni PIKfyve hromadi v membrané ¢asnych makropinocytarnich vacka
a ma potencidl podilet se na SNX-fizené tubulaci. Nicméné PIKfyve/PI(3,5)P,/TRPML1 draha je
vyznamna v pozdéjsich fazich odehravajicich se po tubulaci, kdy dochazi k dalsim zménam velikosti a
charakteru makropinocytozomu (Obr. 5). Navic, pti fagocytdze u makrofaglh TRPML1 Fizené uvolnéni
Ca? z lysozomalnich zdsob pfedchazi nasledné flzi lysozomu s fagozomem a inhibici PIKfyve i TRPML1

k této fuzi nedochazi [153]. To predklada dalsi moznou roli téchto faktord béhem makropinocytdzy.

5.3.2 Markery pozdniho makropinocytozomu
Tim, jak makropinocytozom postupné prochdzi maturaci a ztraci identitu ¢asného endozomu ziskava

identitu pozdniho. Dochazi k preméné PI(3)P na PI(3,5)P; a postupné konverzi RAB5 na RAB7, ¢imZ se
sniZuje mira tubulace prostfednictvim SNX a RAB21. Kromé TRPML1, jenz ma funkci ve fuznich
procesech v pozdéjsich fazich, lze pozorovat nékolik dalSich faktor(l, jenz jsou soucasti membrany
makropinocytarniho vacku. Jednim nezmifnovanym faktorem je Rab20 mald GTP3za, ktera se u mysich
makrofagl RAW264 lokalizuje do membrany makropinocytozomu jiz ve velmi ranych fazich a
kolokalizuje tak s Rab5 a Rab21 [143]. Nicméné tento faktor v membrané pretrvava i poté, co Rab5 i
Rab21 disociuji a v pozdéjsich stadiich makropinocytdrniho vacku kolokalizuje s Rab7 a Lampl
(s lysozomem asociovanym membranovym glykoproteinem 1) [143] (Obr. 5). Lampl je marker
pozdniho endozomu a lysozomu a v membrané pozdniho makropinocytarniho vacku kolokalizuje
s Rab7 [143]. Na rozdil od Rab20, Rab21 disociuje jeSté pfedtim, nez se Lampl dostane do membrany
makropinocytozomu [143,147]. Pravé LAMP1 pozitivni vacky obsahuji vyznamny podil PI(3,5)P, ve
svych membrandch [148]. S PI(3,5)P; bohatymi a RAB7 pozitivnimi vacky poté asociuji septiny typu 2
(SEPT2) [154]. SEPT2 je jednim z faktord, ktery je nezbytny pro fuze makropinocytozomu ¢i pro fuze

makropinocytozomu s lysozomem [154]. Jedna se tedy o dulezZity faktor zajistujici dopraveni tekutiny
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prijaté makropinocytdzou do lysozomU [154]. Nicméné pozdni faze maturace makropinocytozomu je
jen velice mélo prozkoumana a bude potreba dalsSich vyzkum{ pro pIné objasnéni a pochopeni déju,

jenz se v tomto fascinujicim bunécném procesu odehravaji.

6 Zaver

Makropinocytdza je neselektivni a na aktinu zavisly druh endocytdzy. U mnohobunécnych organism
byvd tkanové specifickd a casto umoZiuje bunkam nékteré odvozené funkce. Napftiklad
makropinocytézou zprostiedkovany nespecificky pfijem extraceluldrni hmoty umoziuje antigen
prezentujicim bunkdm prijem antigen( z okoli pro jejich nasledné prezentovani jinym bunkam
imunitniho systému. Cilem této prace bylo shrnout dosavadni poznatky o tomto unikatnim bunécéném
procesu se zamérenim na roli fosfatidylinositold jakoZto neproteinovych signalnich molekul. Cely
proces zahrnuje nékolik morfologickych stadii. MlzZe i nemusi za¢inat membranovym zvinénim, které
se uzavird do poharku, jenZ se rovnéz uzavira a dava vzniknout makropinocytarnimu vacku. Pro
makropinocytdzu charakteristické cirkularni zvinéni do tvaru poharku predstavuje difuzni bariérou
oddélenou subdoménu, kde se fosfatidylinositoly a proteiny s nimi interagujici hromadi. Syntézy i
degradace pfrislusnych fosfatidylinositoll jsou v jednotlivych stadiich ¢asoprostorové rozliseny a
vznikaji tak signalni kaskady, které zajistuji spravny prubéh celého procesu. NaruSenim takové
signalizace na rGznych Urovnich obvykle dochazi k zablokovani makropinocytdzy. Pro makropinocytdzu
charakteristickou a esencialni je RAS/PI3K/PIP3(/AKT) signalni kaskada. Kromé fosfatidylinositold jsou
nezbytné i monomerni GTP4zy, které sPIPs casto interaguji. Mimo RAS GTPazu jsou pro
makropinocytézu nezbytné RAC1, CDC42 Cicelad paleta GTP4z z rodiny RAB. RAC1 je spolecné s PI(4,5)P,
klicovy regulator aktinového cytoskeletu béhem makropinocytdzy. lJejich lokdlni akumulace
v perifernich oblastech umoziuje aktinem fizenou tvorbu vybézk(. Pfi uzavirani poharku je ovsem
nezbytna inaktivace RAC1, deplece PI(4,5)P, a remodelace aktinového cytoskeletu pobliz membrany
nascentniho makropinocytozomu.

PIné pochopeni mechanismu této endocytdzy mlze byt dlilezitym terapeutickym ndstrojem kupfikladu
v1écbé nékterych forem rakovin. Ndadorové bunky jsou schopné pfijimat prostfednictvim
makropinocytézy Ziviny nezbytné k progresi. Rovnéz i néktefi intraceluldrni paraziti jsou pfi své
internalizaci schopni indukovat v hostitelskych burikdch makropinocytézu. V pfitomnosti inhibitor(
makropinocytézy dochazi k potlaceni vstupl téchto parazitl do bunék a u rakovinnych bunék pak

k zastaveni progrese.
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