Univerzita Karlova

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program:
Biologie

Studijni obor:

Bunécna biologie

Bc. Tomas Hajek

Role Myotubularinu 9 (MTMR9) a jeho vazebnych partneriit MTMR6 a MTMRS v

makropinocytdze

Exploring the Role of Myotubularin 9 (MTMR9) and its Binding Partners MTMR6 and

MTMRS8 in Macropinocytosis

Diplomova prace

Vedouci zavérec¢né prace: Mgr. Lenka Doubravska, Ph.D.

Praha, 2025



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uved| vSechny pouzité informacni
zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZena k ziskani jiného nebo stejného
akademického titulu. V ramci psani prace jsem vyuZil nastroje umélé inteligence (ChatGPT), a to

vyhradné za ucelem jazykovych Uprav, stylistickych navrh(i a formatovani textu.

V Praze,5.8.2025 v

Tomas Hajek



Podékovani

Timto bych chtél velice podékovat své skolitelce a vedouci této prace Mgr. Lence Doubravské Ph.D. za
pomoc, ochotu, ¢as a vstiicnost. Rad bych podékoval Mgr. Ondfeji Sebestovi za poskytnuti zkusenosti
a odborné podpory pfi praci s mikroskopy a MVDr. Jozefu Jandovi, PhD. a Mgr. Zuzané Brihové za
pomoc pfi pratokové cytometrii. Také bych rad sdélil diky Mgr. Marii Maclirkové Ph.D., RNDr. Lence
Libusové Ph.D. a vsem koleglim z Laboratofe molekularni genetiky za cenné rady a pfijemné pracovni

prostiedi. V neposledni fadé dékuji za podporu své rodiné a blizkym.



Abstrakt

Makropinocytdza je na aktinu zavisla a neselektivni endocytarni draha, ktera hraje daleZitou roli v fadé
fyziologickych i patologickych procesl. Podobné jako jiné endocytarni drahy je makropinocytéza
regulovana ¢asoprostorovou distribuci fosfoinositidu, které slouzi jako klicové signalni lipidy a zajistuji
membranovou identitu, vackovy transport i dalsi bunécné procesy. Jejich hladiny jsou v burikach fizeny
specifickymi kindzami a fosfatdazami, mezi které patfi i myotubularin (MTM) a jemu pribuzné proteiny
(MTMRs). MTMR fosfatdzy rozpoznavaji fosfatidylinositol-3-fosfat a fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat
(PI(3)P a PI(3,5)P;) jako substrat a defosforyluji je na pozici 3. BEhem makropinocytdzy se PI(3)P
hromadi v cytoplazmatické membrané a spolu sPI(3,5)P, také v membrané nové vznikajicich
makropinozom, ¢imz se podili na jejich vzniku i maturaci.

Drivéjsi studie ukazala, ze MTMR9 a jeho dimeriza¢ni partner MTMR®6 lokalizuji do cytoplazmatické
membrany béhem makropinocytdzy a snizeni jejich exprese v nddorovych burikdch vede ke snizeni
pfijmu makropinocytarniho nakladu. V této diplomové praci jsme se zaméfili na sniZeni i zvySeni
exprese MTMR9, MTMR8 a MTMR®6 ve fyziologicky makropinocytujicich burikdch RPE-1. Cilem prace
bylo sledovat vliv téchto fosfatdz na uroven pfijmu fluorescenéné znaceného dextranu jako
modelového makropinocytarniho nakladu. Snizeni exprese MTMR9 a MTMR6 vedlo k mirnému, ale
konzistentnimu zvySeni prijmu fluorescencéné znaceného dextranu. Nadprodukce vSech studovanych
myotubularinG zvysila pocet vackd nesoucich sledovany naklad. Vysledky ukazuji, Zze mira exprese
MTMRs muzZe u RPE-1 bunék ovliviiovat prijem makropinocytarniho nakladu, presto ale tyto fosfatazy
nejsou pro proces nezbytné a spise jej jemné moduluji. Vzhledem k rozdillim mezi studiemi, limitim
pouzitych experimentdlnich pfistupl a moZné zavislosti efektu na konkrétnim bunécném typu a
podminkach kultivace zlstdava pfima role MTMR9 a jeho vazebnych partneri v regulaci

makropinocytézy nadale nejasna.

Klicova slova: Myotubularin, MTMR9, MTMR6, MTMRS, fosfoinositidy, makropinocytdza,
fluorescenéni dextran, RPE-1 buriky



Abstract

Macropinocytosis is an actin-dependent, non-selective endocytic pathway involved in various
physiological and pathological processes. Like other endocytic routes, it is regulated by the
spatiotemporal distribution of phosphoinositides, key signaling molecules that define membrane
identity, mediate vesicular trafficking, and coordinate numerous cellular events. Their intracellular
levels are tightly controlled by specific kinases and phosphatases, including the myotubularin (MTM)
family and related proteins (MTMRs), which dephosphorylate phosphatidylinositol 3-phosphate
(PI(3)P) and phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate (PI(3,5)P,) at the 3-position. During
macropinocytosis, PI(3)P accumulates at the plasma membrane and, together with PI(3,5)P,, on the
membranes of nascent macropinosomes, contributing to their formation and maturation.

Previous studies have shown that MTMR9 and its dimerization partner MTMRG6 localize to the plasma
membrane during macropinocytosis, and that their knockdown reduces macropinocytic cargo uptake
in cancer cells. In this diploma thesis, we investigated both knockdown and overexpression of MTMR9,
MTMR6, and MTMRS8 in RPE-1 cells, which perform macropinocytosis under physiological conditions.
Our aim was to assess the impact of these phosphatases on the uptake of fluorescently labeled dextran
as a model macropinocytic cargo. Silencing of MTMR9 and MTMR6 led to a modest but consistent
increase in dextran uptake, while overexpression of all three phosphatases resulted in a higher number
of cargo-containing vesicles. These results indicate that MTMR expression levels can influence
macropinocytic uptake in RPE-1 cells, although they are not essential for the process and more likely
function as fine-tuning modulators. However, due to discrepancies between studies, limitations of the
experimental approaches, and possible cell-type and culture-condition dependencies, the direct role

of MTMR9 and its binding partners in the regulation of macropinocytosis remains to be clearly defined.

Key words: Myotubularin, MTMR9, MTMR6, MTMRS8, phosphoinositides, macropinocytosis,
fluorescent dextran, RPE-1 cells
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1. Teoreticky uvod
1.1.Fosfoinositidy

1.1.1. Fosfatidylinositol je prekurzor fosfoinositid(

Fosfatidylinositol (PI) je amfipatickd molekula patfici mezi glycerolfosfolipidy, kterd obsahuje
v hydrofilni ¢asti cyklicky alkohol inositol. Inositol je hexahydroxycyklohexan, jenz se v ptirodé prevazné
vyskytuje v podobé stereoizomeru myo-inositolu (Obr. 1). Myo-inositol-1-fosfat, ktery se defosforylaci
méni na volny myo-inositol, vznika z glukéza-6-fosfatu plsobenim enzymu myo-inositol-3-fosfat syntazy
[1]. Vlastni fosfatidylinositol je syntetizovan na membrané endoplazmatického retikula (ER) z volného
myo-inositolu a CDP-DAG (cytidin difosfat-diacylglycerolu). Pl je nasledné membranovym transportem
dopraven do cilovych membran, kde se spolecné se svymi derivaty hromadi v cytosolicky orientovanych

vrstvach.

1.1.2. Fosfoinositidy (PIPs) jako derivaty fosfatidylinositolu

Pl je mozné in situ fosforylovat a vytvaret tim monofosforylované fosfoinositidy, které mohou byt dale
fosforylovany. Fosforylace probihaji na pozicich 3, 4 a 5 myo-inositolu, diky ¢emuZ vznikd 7 typu
fosfoinositidd (Obr. 1). Tyto se lisi mirou fosforylace a pozici téchto fosfatovych skupin. Kazdy je
syntetizovan i odbouravdn specifickymi Pl-dependentnimi kindzami a fosfatdazami. Ty lokalizuji na
pfislusné membrany a zajistuji tim hromadéni konkrétnich PIPs, které zde maji klicové signaini a
regulacni role (Obr. 1). Jejich funkce spocivaji zejména v interakcich s vazebnymi partnery, které je
mohou specificky rozpoznavat pomoci Pl-vazebnych domén. Vazba efektoru na fosfoinositid mize vést
k jeho konformacni zméné a aktivaci, vytvoreni interakéni platformy i oligomerizaci. Diky tomu
fosfoinositidy funguji jako ¢asoprostorové signaly, které urcuji identitu membranovych kompartment(

a reguluji dynamiku procest s nimi spojenych [2].

1.1.2.1. PI(4,5)P; a PI(4)P
PI(4)P (fosfatidylinositol-4-fosfat) vytvari dvé oddélené frakce (,pools”), z nichZz jedna je pfitomna
v membrané Golgiho aparatu a druha v cytoplazmatické membrané (CPM). CPM predstavuje hlavni

Ill

misto obratu PI(4)P v klidovych burikach, kde je tento ,pool“ nezbytny pro udrzeni membranové
identity. Hlavnim enzymem pro tvorbu PI(4)P v CPM je Pl4Kllla (fosfatidylinositol 4-kinaza typu llla),
kterd se do membrany kotvi pomoci interakce s dalSimi proteiny v ramci komplexu [3, 4]. PfestozZe zde
PI(4)P muZe slouZit jako prekurzor pro tvorbu PI(4,5)P; (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu), inhibice ci
delece Pl4Kllla vede k snizeni mnozstvi PI(4)P v CPM, nikoli vsak PI(4,5)P,. Z toho vyplyva, Ze oba

fosfoinositidy vytvareji frakce, které jsou oddélené a metabolicky nezavislé [3-5]. PI(4)P je rovnéz
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generovan Pl4Klla (fosfatidylinositol 4-kindza typu lla) v membrané recyklacénich endozom, coz

doprovazi jejich fuzovani s CPM a exocytdzu [6].

PI(4,5)P, je fosfoinositid lokalizovany v cytoplazmatické membrané, kde spolu s PI(4)P prispiva k jejimu
polyaniontovému charakteru, navic vSak slouzi jako vazebné misto pro rfadu efektorovych protein(.
Klicovou roli hraje v klathrinem zprostiedkované endocytdéze, kde umoZiiuje vazbu a zruseni
autoinhibié¢ni konformace AP-2 komplexu (adaptorovy proteinovy komplex 2) [7,8]. Pro odstépeni
klathrinového vacku je nezbytna GTPaza (guanosintrisfosfat fosfohydroldza) dynamin, kterd svou PH

(pleckstrinu homologickou) doménou také vaze PI(4,5)P; [9].

PI(4,5)P je rovnéz klicovy faktor pro regulaci polymerace aktinovych vldken. Vazba PI(4,5)P, na kofilin,
protein fragmentujici aktinova vlakna, vede k jeho inhibici [10]. Dale pozitivné ovliviiuje polymeraci a
vétveni aktinovych vldken vazbou WASP (Wiskot—Aldrich syndrom proteint), které aktivuji ARP2/3
(aktinu ptibuzny protein 2 a 3) nukleacni komplexy [11, 12]. PI(4,5)P; je tak klicovy nejen pro klathrinem
zprostifedkovanou endocytézu, ale i fagocytézu, makropinocytézu a bunécnou migraci. Napfiklad
béhem fagocytézy dochazi k lokdlni akumulaci PI(4,5)P, v disledku prechodné aktivace PIPKla
(fosfatidylinositol-4-fosfat 5-kindzy typu la) v misté fagozomdlniho poharku, coZ je nezbytné pro
polymeraci a remodelaci aktinového cytoskeletu v této oblasti [13]. Deplece PI(4,5)P, z CPM bunék

vyustuje k rapidni ztraté pucicich klathrinovych vackl i aktinové dynamiky v periferii bunék [14].

Nékteré enzymy vyuZzivaji PI(4,5)P; jako substrat. Obecné zndmym enzymem, ktery hydrolyzuje tento
PIP, na DAG a IPs (inositol-(1,4,5)-trisfosfat) je fosfolipaza C (PLC). Nékteré izoformy, jako napfiklad
PLC&1, maji navic PH doménu, kterou jsou schopné vazat PI(4,5)P, i IP3 mimo aktivni misto [15].
Deplece PI(4,5)P, mlzZe probihat pomoci PI5-fosfatdz, které generuji PI(4)P. Prikladem muze byt
synaptojanin 1 (Synj1), ktery udrZuje balanc mezi tvorbou a depleci PI(4,5)P, v endocytickych procesech
a jeho aktivita podporuje odstépovani vyslednych endocytickych vackl od CPM [16]. Podobné jako u
Synjl vede ztrata PI5-fosfatazy OCRL (protein spojeny s Loweho okulocerebrorenainiho syndromem),
ktera také rozpoznava PI(4,5)P, jako substrat, k defektim v klathrin-dependentni endocytéze [17].
Naopak fosfatidylinositol-3-kinazy (P13K) tfidy | vyuZivaji PI(4,5)P2 jako substrat pro tvorbu PI(3,4,5)P3
(fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat; dale jen PIPs).

1.1.2.2.  PIPzaPI(3,4)P2
PIPs je hlavnim produktem PI3K tfidy I, které jsou signalnimi transdukcemi stimulovatelné kinazy.
PI3K IA jsou aktivované RTK (receptor tyrozin kindzovou) signalizaci, zatimco PI3K tfidy IB jsou
aktivovany pres GPCR (receptory sprazené s trimernimi G proteiny). Klicovym efektorem PIP; je
proteinkindza B (PKB/AKT), kterd vaze tento fosfoinositid s vysokou afinitou diky své N-koncové PH

doméné. V nepritomnosti PIP; se PKB nachdzi jako volna v cytosolu v autoinhibiéni konformaci, ve které
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dochazi k vazbé PH domény na kindzovou doménu enzymu. Diky nahromadéni PIP; v CPM muZe
dochazet k rozruseni této autoinhibi¢ni konformace, cozZ je spole¢né s fosforylacemi kindzy nezbytné
pro jeji aktivaci [18, 19]. PKB ma rozsahlé pole plisobnosti a ovliviiuje v burikdch metabolismus cukrd,
podporuje proteosyntézu a proliferaci a inhibuje apoptdzu. KPI3K | antagonisticky plsobi PTEN
(fosfatdaza a homolog tensinu). JelikoZ PTEN preméniuje PIPs; zpét na PI(4,5)P, a negativné tim ovliviiuje
signalizaci PKB, funguje v burnikach jako dlleZity tumor-supresor, ktery je ¢asto mutovan v rlznych

nadorech. Ztrata tohoto genu muzZe podporovat progresi nddoru a jeho maligni vlastnosti [20, 21].

Dalsimi enzymy, které rozpoznavaji PIP; jako substrat jsou fosfatdzy SHIP1 a SHIP2
(inositol polyfosfat 5-fosfataza obsahujici Src homologickou 2 (SH2) doménu 1/2), které defosforyluji
5-fosfat a tim generuji PI(3,4)P,. Kromé toho mUzZe PI(3,4)P, vznikat pfimo aktivitou PI(3)K C2a z PI(4)P,
¢imz vznikaji dvé plvodem odlisné frakce, obé v cytoplazmatické membrané. Fosfatdzou, kterd
rozpoznava PI(3,4)P2 jako substrat je INPP4B (inositol-3,4-bisfosfat-4-fosfataza typu 1), jejiz zvySena
exprese vede k naruseni tvorby klathrinovych vackl, podobné jako deplece PI(4,5)P, [22]. Klicovym
efektorem PI(3,4)P, je SNX9 (tfidici nexin 9), ktery vaZe fosfoinositid specificky BAR
(Bin, Amphiphysin, Rvs) doménou, ¢imZz se podili na zakfivovani membrany béhem endocytdzy a
vytvareni klathrinové jamky pfed vlastnim odSkrcenim vacku [22]. SNX9 mimo jiné pfimo interaguje
s OCRL fosfatdzou a podporuje tim jeji rekrutaci do membrany vznikajiciho vacku, kde dochazi k depleci
PI(4,5)P, [17]. Kromé INPP4 fosfataz je PI(3,4)P, in vivo rozpoznavan PTEN fosfatdzou, kterd jej
preménuje na PI(4)P [23]. Na rozdil od PTEN, aktivita INPP4 fosfatdz vede k akumulaci PI(3)P.
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Obrazek 1: (A) Fosfatidylinositol (Pl) je glycerolfosfolipid obsahujici myo-inositol. (B) Fosfoinositidy
(PIPs) predstavuji skupinu sedmi derivdti P, jejichZ vzdjemné prfemény jsou katalyzovdny specifickymi
lipidovymi kindzami (svétle modrd) a fosfatdzami (lososovd/riiZzovd). (C) Schématické zndzornéni
kanonické subceluldrni lokalizace jednotlivych PIPs v membrdndch eukaryotické buriky. Je tfeba zminit,
Ze PIPs netvori izolované domény a oblasti s jejich akumulaci se mohou prekryvat. Nékteré PIPs mohou

lokalizovat i mimo oblasti zndzornéné v tomto schématu. Prevzato [24] a upraveno.

1.1.2.3.  PI(3)P

PI(3)P v endolysozomalnim systému

PI(3)P je hlavnim fosfoinositidem lokalizovanym v ¢asnych endozomech. Vyrazné se hromadi zejména
ve vakuolarni a multivezikularni oblasti casného endozomu, kde se formuiji intraluminarni vacky (ILVs)
prostfednictvim aktivity ESCRT (endosomalnich tfidicich komplex(i nezbytnych pro transport)
komplex(. PI(3)P je rovnéz pfitomen v membrané endozomalnich transportnich vezikul( (ECVs), které
predstavuji pfechodovy stav mezi ¢asnym endozomem a multivezikularnim téliskem (MVB). Nicméné

90 % signalu v ECVs znadiciho PI(3)P pochazi z intralumenarnich vackd, nikoli z vlastni membrany
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kompartmentu. Na druhou stranu, u pIné vyvinutych MVB je celkové mnozstvi vyrazné nizsi, a to jak na
membrané kompartmentu, tak na ILVs. Avsak deleci VPS34, kindzy nezbytné pro tvorbu PI(3)P, dochazi
k poskozeni tvorby intralumendarnich vackd i lysozomalni maturaci [25]. Funkce PI(3)P se nheomezuje

pouze na ¢asny endozom, ale ma dulleZitou roli naptic¢ celym endolysozomalnim systémem.

PI3K 11l (VPS34)
Zasadnim enzymem majici roli v tvorbé PI(3)P v bunkdch je PI3K Il (fosfatidylinositol 3-kindza ttidy Ill),

VPS34. Delece genu kddujiciho VPS34 vede k poskozeni funkce endolysozomalni degradacni drahy,
tvorby ILVs a abnormalni morfologii endozom(l. Naproti tomu c¢asné endozomy si po ztraté VPS34
zachovavaji zakladni recyklacni funkce, coZ ukazuje na existenci alternativnich zdroja PI(3)P [26]. VPS34
je tedy klicovym, nikoli vSak jedinym enzymem odpovédnym za produkci PI(3)P v endozomalnich

kompartmentech.

Role PI(3)P ve fagocytdze
Dalsim mistem akumulace PI(3)P je fagocytarni vacek. Pri fagocytdze dochazi k obaleni extracelularni

Castice bunéénymi vybézky a jejimu naslednému pohlceni. Aktivita VPS34 a akumulace PI(3)P v
membrdané fagozomu jsou klicové pro jeho pohyb po mikrotubulech, fuzi s endozomy nebo lysozomy a
kone¢nou degradaci obsahu. Vypnutim funkce genu VPS34 dochazi krapidni akumulaci
nezpracovanych fagozoma uvnitf bunék [27]. Samotné vytvoreni fagozomu vsak probiha i bez aktivity
VPS34. Naopak béhem tvorby fagocytarniho poharku obklopujiciho pohlcovanou ¢astici je nezbytna
aktivita PI3K ttidy |, které produkuji PIPs. Z téchto vysledk( vyplyva, Ze maturace, nikoli vznik fagozomu

zavisi na produkci PI(3)P zprostifedkované P13-kindzou VPS34 [27, 28].

PIPs; vytvoreny PI3K | je defosforylovan na PI(3,4)P,, ktery je dale pfeménovan na PI(3)P fosfatazou
INPP4, jez se rekrutuje do membrany fagocytarniho poharku. Tato frakce PI(3)P vznika v ¢asnych fazich
vyvoje fagozomu pred samotnou aktivitou VPS34. Nicméné snizeni exprese nebo poskozeni funkce
genu INPP4 fosfatazy v makrofazich vede ke zvyseni miry fagocytdzy [29]. Navic bylo zjisténo, Ze aktivita
PI3K tfidy | neni dlilezita pro vznik PI(3)P, ktery je nutny pro naslednou maturaci fagozomu. P¥i inhibici
této tridy kindaz stale dochazi ke vzniku frakce PI(3)P nezbytné pro degradaci fagocytézou pohlceného
materidlu [28]. Je tak mozné, Ze frakce PI(3)P vznikla PI3K | ma doplikovou nebo alternativni funkci,

kterd zatim neni pIné objasnéna. Aktivita PI3-kinaz tridy | i lll je rovnéZ nezbytna pro makropinocytézu.

Role PI(3)P v autofagii

V neposledni fadé ma PI(3)P roli béhem makroautofagie (dale jen autofagie). Béhem tohoto
bunécéného procesu dochazi k obaleni cytosolického materidlu dvojitou membranou a vzniku
autofagozomu, ktery fazuje s lysozomy. Pfi hladovéni bunék vznikaji autofagozomy na specifickych

doménach endoplazmatického retikula zvanych omegazomy, ve kterych se akumuluje PI(3)P. To je
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atypické, jelikoz za normdlnich okolnosti PI(3)P nekoliduje s markery ER [27]. Inhibici nebo snizenim
exprese VPS34 nedochazi k lokalizaci PI(3)P v téchto doménach ER a nasledné tvorbé omegazom [30].
Nahromadény PI(3)P poté umoirnuje lokalizaci protein( dlleZitych pro autofagii do nascentné
vznikajiciho autofagozomu [30]. V nékterych studiich byly v nepfitomnosti VPS34 pozorovany struktury
pfipominajici autofagozomy. Tyto struktury obsahovaly dvojitou membranu a autofagické markery,
nicméné nebyly funkéni a nedochazelo u nich k dokonceni autofagie [27]. Tyto poznatky naznaduji, Zze

regulace autofagie a role PI(3)P v jejim zahajeni jsou komplexnéjsi, nez se puvodné predpokladalo.

Pro PI(3)P frakci vznikajici béhem autofagie ma kli¢ovou roli protein ATG14 (s autofagii spojeny gen 14).
ATG14 ma schopnost lokalizovat do membrany ER a ndsledné rekrutovat VPS34 do spole¢ného
komplexu, ¢imz podporuje aktivitu této kinazy. Snizeni exprese ATG14, podobné jako VPS34, nebo
naruseni jejich vzdjemné interakce vede k poruse formovani autofagozomu [31, 32].
V endolysozomadlnim systému se VPS34 stava soucdsti odliSného komplexu, ktery neobsahuje ATG14

[31]. To umoznuje nezavislou regulaci aktivity VPS34 a tim i tvorbu PI(3)P v autofagii a endocytdze.

Béhem autofagie hraji dlleZitou roli nékteré PI(3)P-fosfatdzy, zejména clenové rodiny MTMR
(myotubularinu ptibuzné proteiny). Jejich funkce je silné zavisla na casoprostorovém kontextu procesu,
jelikoZ byly popsany jako negativni i pozitivni reguldtory autofagie. Napriklad MTMR14 (Jumpy), pUsobi
jako negativni regulator iniciace autofagie. Lokalizuje do ¢asnych autofagozom a sniZeni jeho exprese
vede ke zvyseni poc¢tu funkénich autofagozomu i autolysozom( [33]. Naproti tomu v pozdéjsich fazich
maturace autofagozomu dochazi ke snizeni mnozstvi PI(3)P. Kompletni autofagozomy neobsahuji
ATG14 a nedochazi zde k dalsi syntéze PI(3)P pomoci VPS34 [31]. Navic do membrany autofagozomu
lokalizuji nékteré myotubulariny, jako MTMRS8, které zde aktivné snizuji hladinu PI(3)P, ¢imz reguluji

autofagicky tok.

1.1.2.4.  PI(3,5)P, a PI(5)P
PI(3,5)P; generuje PI5-kinaza PIKfyve

PI(3)P je rovnéz dlleZity jako prekurzor PI(3,5)P, v endolysozomalnim systému. Klicovym a jedinym
dosud popsanym enzymem zajistujicim tvorbu PI(3,5)P; je PIKfyve. PIKfyve je PI(3)P-specificka 5-kindaza,
jejiz lokalizace a aktivita jsou zajistény interakci s multimernim komplexem a dale regulovana fosforylaci
[34]. Snizeni exprese nebo inhibice PIKfyve vede k poklesu hladiny bunécného PI(3,5)P, na témér
nulové hodnoty [35]. JelikoZ dlouho neexistovala sonda pro sledovani subcelularni lokalizace PI(3,5)P,,
vyzkum drive cilil na lokalizaci PIKfyve. Proto je intracelularni distribuce samotného PI(3,5)P, doposud

jen malo probadana.



PIKfyve lokalizuje na membrany endolysozomalniho kompartmentu
Je dlleZité zminit, Ze se vétSina PIKfyve vyskytuje jako volny enzym v cytosolu [36]. Obsahuje vsak

charakteristickou FYVE doménu (Fab1p, YOTB, Vaclp a EEA1), ktera vaze PI(3)P s afinitou zavislou na
bunécném kontextu. Tato interakce a predchozi akumulace PI(3)P jsou klicové pro lokalizaci PIKfyve na
cilové membrany [37]. Kindza se proto alespon ¢astecné nachazi ve stejnych kompartmentech jako
PI(3)P. Napfiklad z velké casti lokalizuje do ¢asnych endozomd, avSak do jinych mikrodomén nez jsou
lokalizovany efektory PI(3)P a pouze ¢astec¢né zde kolokalizuje s PI(3)P [38]. PIKfyve dale lokalizuje do
pozdnich endozomu. Exprese enzymaticky neaktivni varianty této kindzy vede k tvorbé velkych vakuol,
které predstavuji aberantné zvétSené pozdni endozomy s narusenou morfologii. Dochazi pfitom k
poruse maturace téchto kompartment( a jejich omezené fuzi s funkénimi lysozomy [39, 40]. PIKfyve a
jeji produkt PI(3,5)P, jsou tedy klicové pro udrzeni endolysozomalni homeostazy a spravny tok

endocytovaného materidlu do degradacnich organel.

PI(3,5)P2 mimo endozomy

Jsou popsany lokalizace PIKfyve do membran i mimo hlavni endolysozomalni systém. Naptiklad,
PI(3,5)P; hraje dvoiji roli béhem autofagie. Inhibice PIKfyve vede k akumulaci autofagozoma v disledku
ztraty schopnosti fuzovat s lysozomy [41, 42]. Naopak, aby k fuzi dochazelo spravné, je nezbytna
deplece lysozomalni frakce PI(3,5)P, pomoci INPP5E (inositol polyfosfat 5-fosfatazy E), ktera lokalizuje
na membranu lysozomu [43]. Hladina PI(3,5)P, je tedy velmi ptisné regulovana. Jak jeho syntéza, tak

degradace jsou zasadni pro spravné vytvoreni autolysozoma.

Mald frakce PIKfyve (pfiblizné 3 % z celkového mnoistvi) lokalizuje do cytoplazmatické membrany.
Analyza aktivity PIKfyve odhalila, Ze cytoplazmaticky lokalizovana frakce vykazuje priblizné pétinasobné
vyssi aktivitu ve srovnani s ostatnimi [36]. Pomoci nové vyvinuté sondy pro detekci PI(3,5)P, je popsana
akumulace tohoto fosfoinositidu v membrané vzniklého fagozomu a makropinozomu, ¢emuz pfedchazi

nabor PIKfyve do téchto vackl [44].

PI(5)P

PI(5)P je jednim z nejméné prostudovanych fosfoinositid(. Jeho nizka koncentrace v bunce a omezené
detekéni nastroje ztéZzuji pochopeni jeho specifickych funkci. Aktivita PIKfyve a tvorba PI(3,5)P; jako
prekurzoru je klicova pro hromadéni PI(5)P v burikach. Snizeni exprese PIKfyve vede nepfimo ke ztraté
vétsiny PI(5)P [35]. Tento fosfoinositid vznika defosforylaci PI(3,5)P, plsobenim MTMRs. PI(5)P je
funkcné spojovan s PI(3)P-dependentni i alternativni, VPS34-nezdavislou drahou autofagie [42]. Sonda
uréena k detekci PI(5)P se lokalizuje i na cytoplazmatickou membranu, autofi vsak nevylu€uji moznost

nespecifické vazby tohoto ndstroje na jiné fosfoinositidy [42].



1.2.Rodina myotubularind

1.2.1. Myotubulariny jako Pl-specifické fosfatazy
Rodina myotubularint (MTM/MTMR) zahrnuje celkem 14 savcich proteind, z nichz MTM1 je historicky
prvni objeveny c¢len, zatimco ostatni jsou oznacovany jako myotubularinu pfibuzné proteiny
(MTMR1-14). Rodina obsahuje 8 enzymaticky aktivnich Pl3-fosfatdz, jez jako spolecny substrat
rozpoznavaji a defosforyluji PI(3)P a PI(3,5)P, na Pl a PI(5)P (Obr. 2) [45, 46]. Zbylych 6 ¢len( rodiny tvofi

pseudofosfatazy, které nemaji katalyticky daleZity cystein v konzervovaném HCXsR motivu.

MTMR hraji roli vendomembranové dynamice, autofagii, proliferaci a diferenciaci. Mutace v genech
této rodiny jsou spojeny s fadou zavaznych onemocnéni, véetné X-vazané centronuklearni myopatie a
Charcot-Marie-Toothovy neuropatie typu 4B [47]. Na zdkladé homologie mohou byt MTMRs ddle

rozdéleny do podrodin.

1.2.1.1. Obecna struktura
Enzymaticky aktivni i neaktivni MTMRs sdileji funkéni domény a jejich struktury. Obsahuji N-koncovou
PH-GRAM (Pleckstrinu homologicka-glucosyltransferaza, aktivatory Rab-like GTPaz a myotubulariny)
doménu, katalytickou (protein tyrozin fosfatdzovou; PTP) doménu s konzervovanym motivem a
C-koncovou CC (,,coiled-coil“) doménu (Obr. 2) [47]. CC doména se nachazi v rdmci C terminalni oblasti
(CTD), kterd je, s vyjimkou samotné CC domény, pievazné nestrukturovana. Sekvenci i celkovou délkou
se jednotlivy clenové MTMR rodiny lisi. Variabilita v sekvenci a délce plati i pro CTD a CC doménu, coz

ovliviiuje jejich interaktom i funkéni specifitu [48].

Katalytickd doména obsahujici HCXsR motiv je enzymaticky pfibuzna proteinovym tyrozinovym/dualné
specifickym fosfatdazam [47]. Nékteré MTMRs obsahuji pfidatné domény, napf. MTMR3 obsahuje
C-koncovou FYVE doménu [49]. MTMR14, nebo-li Jumpy obsahuje konzervovanou PTP doménu a
rozpoznava stejné fosfoinositidy, nicméné neobsahuje dalsi pro myotubulariny charakteristické domény
a standartné se jako clen rodiny neuvadi [47].
MTMRs nefunguji jako monomery

Diky CC doméné muizZe dochazet k homo a heterodimerizacim MTMRs (Obr. 2). Heterodimerizace
typicky probiha mezi enzymaticky neaktivnimi a aktivnimi ¢leny myotubularinové rodiny. Tato interakce
vede k zvySeni stability, katalytické aktivity a specifické funkce enzymaticky aktivnich partnert [47, 50].
Nicméné existuji i heterodimerizace mezi dvéma enzymaticky aktivnimi ¢leny, napfiklad interakce
MTMR3-MTMR4 [51]. Oligomerizace do vyssSich, neZ dimernich struktur neni pro vétSinu MTMR
proteinll typickd. U MTM1 v3ak byla popsana tvorba heptamernich kruhovych komplexd, ke které

dochazi po alosterické aktivaci monomer( vazbou PI(5)P. Tento mechanismus vytvari pozitivni



zpétnovazebnou smycku, kdy vznikajici PI(5)P podporuje oligomerizaci a tim i dalsi aktivaci MTM1 [45,
49]. Podobny princip regulace vykazuje MTMR3, ktery tvofi dimery. Vazba fosfoinositidil mimo samotné
aktivni misto katalytické domény predstavuje dileZity regulaéni mechanismus v rdmci celé rodiny
MTMR proteinQ. Klicovym néstrojem této interakce jsou pridatné fosfoinositid-vazebné domény. U

MTMRs zaujimaji takovou roli PH-GRAM domény.

1 51

mm% 5,0 3,5
[P} m%

PR PI

216 Ty
P Myotubulariny 8.5
PI(3,5)P2 > PI(5)P

»

Vazba PIPs Katalyticka doména s Protein-protein
C(x)5R motivem interakce

NEAKTIVNI

MTMR5 MTMRS MTMR10 MTMR11 MTMR12 MTMR13

Obrazek 2: (A) Myotubulari.ny‘ jsou lipidové fosfatdzy.:s;hara/;fe;isﬁckou substrdtovou specifitou.
Zdkladem je fosfatdzovd doména (PTP/DSP) obsahujici katalyticky Cys v konzervovaném motivu
HC(X)sR. Kromé PTP obsahuji N-koncovou PH-GRAM doménu, pomoci které vadzaji rizné PIPs, coZ
podporuje jejich lokalizaci do cilovych membrdn. Na C-konci maji nestrukturovanou oblast, kterd
obsahuje strukturovanou ,,coiled-coil” (CC) doménu pro proteinové interakce. (B) Rodina MTMR
obsahuje 8 enzymaticky aktivnich a 6 neaktivnich clend. Neaktivni obsahuji mutovany Cys
v konzervovaném motivu HC(X)sR katalytické domény. MTMRs dominantné dimerizuji, typickd je
heterodimerizace neaktivni fosfatdzy s aktivni. U vybranych miZe ovsem dochdzet k homodimerizacim,
nebo k tvorbé oligomeru. Prevzato [47] a upraveno.
PH-GRAM doména vaze PIPs
Pro funkci MTMRs je velice dileZitd PH-GRAM doména. Tato doména umoznuje adi¢ni vazbu

fosfoinositidd mimo aktivni misto enzymu, coz je klicové pro spravné cileni enzymu v bunce a jeho



biologickou funkci. Napfiklad PH-GRAM doména je zcela nezbytnd pro spravnou vazbu MTMR2 a
MTMR3 do membran a jejich naslednou enzymatickou aktivitu. Mutace v téchto doménach vedou

k rapidnimu sniZeni lokalizace MTMRs do cilovych kompartmenta [49, 52].

PH-GRAM domény jsou vysoce strukturné konzervovany. Typicky tvofi B-sandwich strukturu slozenou
ze sedmi B-listl a jednoho a-helixu [53, 54]. Nicméné sekvence, pozice a orientace PH-GRAM domén
v rdmci celého proteinu se u jednotlivych MTMRs mUze lisit. Sekvenéni homologie PH-GRAM domén
MTMRs jsou velmi nizké, s méné nez 20% identitou. Vlastni aminokyselinova sekvence je jednim z

moznych determinujicich prvk( zajistujici specifické funkce kazdého MTMR [55].

U vétSiny MTMRs, napriklad MTMR1 a MTMR2, je PH-GRAM doména strukturné tésné spojena s
katalytickou PTP doménou, a to prostfednictvim vysoce konzervovaného rozhrani tvofeného nékolika
a-helixy a smyckami. Toto usporadani stabilizuje prostorovou strukturu enzymu a napomaha jeho
funkci. U MTMR6 ovSsem PH-GRAM doména neinteraguje s PTP doménou, co? je dlsledkem nizsi miry
konzervace aminokyselin v misté jejich kontaktu. PH-GRAM doména se pak mUze vyskytovat v odlisné

konformaci a Ucastnit se tak odlisnych interakci [54].

Obecné plati vysokd promiskuita PH-GRAM domén vicéi fosfoinositidovym derivatim. V nasledujici

tabulce (Tab. 1) je prehled vsech dostupnych vazebnych specifit PH-GRAM domén MTMR fosfataz.

Tabulka 1:
Pl | PI(3)P | PI(4)P | PI(5)P | PI(3,5)P, | PI(4,5)P, | PI(3,4)P, | PIP; | Kyselina

fosfatidova
(PA)

MTM1 - + + + ++ - + + ?

MTMR2 - - + + + - - + ?

MTMR3 - + + + + - - - -

MTMR6 - + + + + + + + +

Symbol ,,+“ oznacuje detekovanou afinitu PH-GRAM domény k danému fosfoinositidu; ,,++“ znaci
nejvyssi popsanou afinitu v ramci daného myotubularinu; ,—“ indikuje nepritomnost detekovatelné

vazby. Symbol ,,?“ oznacuje chybéjici data. MTMR2 [52], MTM1 [56], MTMR3 [49], MTMRG6 [57, 58].

1.2.1.2. Mutace v MTMRs a onemocnéni
Poskozeni funkce celé rady ¢lenl z rodiny myotubularini vedou k zavaznym dédiénym onemocnénim.
Nejvice prostudovanymi, ale ne jedinymi, jsou X-vdzanda myotubuldrni myopatie a

Charcot-Marie-Tooth(iv syndrom 4B.
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Mutace v MTM1 zpUsobuji myotubuldrni myopatii

Mutace v genu MTM1 zpUsobuji zavazné vrozené onemocnéni znamé jako X-vazanda centronuklearni
a vétsina pacientli umird béhem prvnich mésicl Zivota na respiracni selhani v dlisledku hypoventilace.
Svalova vldkna pacientl vykazuji znaky vyvojového defektu s centrdlné lokalizovanymi jadry a

dezorganizaci kontraktilniho apardtu [59].

Bylo nalezeno vice nez 130 mutaci MTM1 u rlznych pacientd, pficemz vétSina z nich vede ke ztraté
funkce fosfatdzy. Nékteré bodové mutace poskozuji PH-G doménu a jeji schopnost vazat fosfoinositidy,

¢imz se omezuje plna funkce myotubularinu [56, 59].

Mutace v MTMR2 a MTMR13 zpUsobuji Charcot-Marie-Toothlv syndrom
Charcot-Marie-Tooth(v syndrom (CMT) je skupina dédi¢nych perifernich neuropatii postihujici funkci

motorickych i senzitivnich nervi. Mutace v genech MTMR2 a MTMR13 zp(isobuji vzacné autosomalné
recesivni formy typu CMT4B. U téchto forem dochazi ke snizeni myelinizovanych vlaken a vzniku
atypickych myelinovych zahyb (, outfoldings”) v perifernich nervech. Klinicky se CMT4B projevuje jiz v
détstvi progresivni slabosti a atrofii distalnich sval(, deformitami nohou, areflexii a senzorickymi

poruchami [60].

Podobné jako u MTM1, s CMT4B je spojena fada mutaci v genu MTMR2. Velka ¢ast vede k Uplné ztraté
fosfatdzové aktivity, napf. bodové mutace v PTP doméné, sestfihova mutace nebo predcasné stop
kodony [46]. Jiné mutace ovliviuji dal$i domény MTMR2 i MTMR13, véetné PH-GRAM ¢i CC domén,

coz postihuje jejich funkci, respektive lokalizaci na membrany [60].

1.2.2. Myotubularin 9 a podrodina MTMR6/7/8
Podrodina sloZzend z MTMR6, MTMR7, MTMR8 a MTMR9 vykazuje zvySenou sekvencni a funkéni
pfibuznost. MTMRG6, 7 a 8 jsou aktivni PI3-fosfatdzy, MTMR9 naopak postrada klicovy konzervovany

Ill

cystein nezbytny pro katalyzu. MTMR9 je vsak prostfednictvim své ,coiled-coil“ domény schopen
interagovat se vSemi cleny podrodiny [47, 51, 61]. Ve své biologicky aktivni podobé mohou
MTMR7/MTMR9 plsobit v endolysozomalnim systému, zatimco MTMR6/MTMR9 a MTMR8/MTMR9
jsou dulezité v regulaci autofagie a apoptdzy [61]. Nicméné dostupnych studii o této podskupiné MTMR

protein( je relativné malo a vétsina jejich biologickych roli tak zlstava nedostatec¢né prozkoumana.

1.2.2.1. Myotubularin 8

Gen pro lidsky MTMRS je lokalizovan na chromozomu X, z néhoz alternativnim sestfihem vznika nékolik

transkript(. Kanonickad izoforma podle UniProt (ID: Q96EFQ) obsahuje 704 aminokyselin a ma

11



molekulovou hmotnost priblizné 78,9 kDa. Stejné jako zbyli ¢lenové podrodiny si MTMRS8 zachovava

standartni doménovou strukturu bez pridatnych domén.

Interakce MTMR8 s MTMR9 a tvorba heterodimeru MTMR8/9 zvysuje stabilitu MTMRS a jeji bazalni
enzymatickou aktivitu vici PI(3)P azZ Ctyrkrat, naproti tomu PI(3,5)P, pouze 1,4-krat [62]. Podle autorl
tak komplex MTMR8/MTMR9 reguluje zejména hladiny PI(3)P v burice. To podporuje pozorovani, Ze
nadprodukce MTMR8 s MTMR9 nevede ke zvyseni PI(5)P v bunkach. Naopak touto nadprodukci

dochazi k signifikantnimu snizeni bunécného PI(3)P [62].

MTMRS8 reguluje autofagii
MTMRS lokalizuje v cytosolu a perinukledrni oblasti [51]. Jeho nejvice studovanou funkci je schopnost

regulovat autofagii. V jedné ze starSich studii bylo pozorovano, Zze nadprodukce MTMR8 s MTMR9 vedl|a
k blokaci degradace autofagického nakladu. Naopak snizeni jejich exprese indukovalo autofagii a
urychlilo degradaci autofagického materidlu [62]. Na zakladé téchto pozorovani byl MTMRS8 povazovan

za negativni reguldtor autofagického toku.

Detailnéjsi vhled do funkce MTMRS pfinaseji az novéjsi studie, které ukazuji, Zze nadprodukce MTMR8
sama o sobé zvysuje tvorbu autofagozomu a autofagicky tok [63]. To se mlze zdat v rozporu s dfivéjsimi

vysledky, novd data v3ak naznacuji, Ze role MTMRS je komplexnéjsi a zavisla na kontextu.

PFi sniZzené expresi, enzymatické inaktivaci nebo deleci PH-GRAM domény MTMRS8 dochazi ke zvySeni
poctu autolyzozomalnich vackl. Tyto autolysozomy maji ovSem poskozenou maturaci a hromadi se v
bunkach jako vakuolarni struktury [63]. NaruSeni funkce takovychto lysozom( vede k translokaci
transkripcniho faktoru EB (TFEB) do jadra, kde indukuje expresi genli podporujicich autofagii a spravnou
funkci lysozom [64]. Vysledkem je kompenzacni zpétnovazebna smycka, kterd zvySuje miru autofagie
i pres to, Ze primarnim efektem ztrdty MTMRS je poskozena degradace autofagického materialu [63].
Tato data naznacuji, ze nadmérnd exprese MTMR8 aktivuje a podporuje autofagickou degradaci,

zatimco inaktivace MTMRS8 vede ke zhorseni degradace a nasledné aktivaci autofagie skrze TFEB.

U Drosophily ma podobnou funkci v regulaci autofagie homolog savéiho MTMR6, dMtmr6. Tyto
poznatky naznacuji moznost, Ze ztrata funkce MTMRS8 v savcich burikdch mize byt do urcité miry
kompenzovana pravé MTMR6. dMtmr6é ma u Drosophily kromé autofagie roli i ve fagocytdze a
nespecifickém prijmu extraceluldrniho materiadlu, pficemz oba tyto procesy jsou v depletovanych
burikach poskozeny [63]. Zajimavé je, Ze funkce dMtmr6 v autofagii neni pevné dana, ale méni se
v zavislosti na nutri¢nich podminkach. Zatimco pfi dostatku Zivin dMtmr6 podporuje autofagii v pozdni

fazi maturace autofagozomu, pfi hladovéni plisobi antagonisticky a brani formovani autofagozomu [65].

12



Tento stavové zavisly funkéni posun (,,condition-dependent functional shift”) predkladd moznou roli

savcich ortholog MTMR6 nebo MTMRS v autofagii.

MTMRS8 a nemoci
Byl popsan SNP (jednonukleotidovy polymorfismus) v genu MTMRS, ktery je asociovany s nachylnosti

k roztrousené skleréze [66]. Jednd se o zadménovou (,nonsense”) mutaci vedouci k predc¢asnému
ukonceni translace MTMR8 a ztraté jeho fosfatazové domény. V disledku toho MTMRS8 ztraci
schopnost ovliviiovat autofagii, ktera hraje vyznamnou roli v regulaci zanétlivych procesl a
neurodegeneraci. Ztrata funkce MTMR8 tak mulzZe pfrispivat k progresi onemocnéni skrze

deregulovanou autofagii a zvySeny zanétlivy stres [66].

Ztrata poctu kopii genu MTMRS byla také spojena s nadorovym onemocnénim. Ve vice nez 65 % vzorkl
pacientl s glioblastoma multiforme byla detekovana ztrata poctu kopii geni MTMRS, stejné tak MTM1

[67]. To predklada moznou roli MTMRS jako nddorového supresoru.

1.2.2.2. Myotubularin 6
Gen pro lidsky MTMRG6 se nachazi na chromozomu 13 a je exprimovan ve vice izoformach v disledku
alternativniho sestfihu. Podle UniProt (ID: Q9Y217) obsahuje hlavni izoforma 621 aminokyselin s
molekulovou hmotnosti pfiblizné 72 kDa. Jako vétSina MTMRs, i MTMRG6 je exprimovany v cytoplazmé
a podobné jako MTMRS8 se akumuluje v cytosolu a perinuklearni oblasti. Nékteré studie navic uvadéji,

Ze membranové vazany MTMRG6 cCastecné kolokalizuje s markery ER a Golgiho aparatu [51, 57, 68].

MTMR6 také vytvari prostfednictvim své CC domény heterodimer s MTMR9 [57, 68]. Tato interakce
vyrazné zvysuje afinitu PH-GRAM domény MTMR6 ke vSsem fosfoinositidim, které vaze. Zaroven
podporuje enzymatickou aktivitu MTMR6 a stabilitu obou vazebnych partner [57]. Na rozdil od
MTMRS, dimerizace MTMR6 s MTMR9 podporuje jeho enzymatickou aktivitu v(ci PI(3,5)P; az 30-krat,
oproti tomu vici PI(3)P pouze 2-krat [62]. Nadprodukci MTMR6 s MTMR9 dochazi k trojndsobnému
zvyseni mnozstvi bunééného PI(5)P, nikoli vsak ke snizeni hladiny PI(3)P. Podle autorl tak MTMR6 na

rozdil od MTMRS reguluje zejména hladinu PI(3,5)P; v burikach [62].

Antiapoptoticka role MTMR6

V nékolika studiich autofi popisuji snizenou viabilitu bunécné linie Hela v dasledku snizeni exprese
MTMR6. Zejména snizeni exprese MTMR6 spolecné s MTMR9 vede k vyrazné indukci apoptézy. Oproti
tomu deregulace MTMR8 s MTMR9 ke zméndam viability HeLa bunék nevede [57, 62, 63]. Nicméné
knockdown MTMR6 v COS-7 bunécné linii (fibroblastdm podobnd bunécna linie odvozena z tkané
africké zelené opice) nevyustuje ksnizeni bunééné viability [63]. Tento rozdil naznaduje, Ze je
antiapoptotickd role MTMR6 bud bunééné specifickd, nebo je v nékterych bunécnych linii

kompenzovana jinymi ¢leny MTMR rodiny.
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Role MTMRG6 v autofagii
Role MTMRG6 v autofagii rovnéz neni plné objasnéna. Na rozdil od knockdownu MTMR8 s MTMR9, pfi

snizeni exprese MTMR6 s MTMR9 nedochazi k indukci autofagie. Autofi proto navrhuji, ze MTMRS8
reguluje autofagii a MTMRG6 reguluje apoptdézu [62]. Nicméné jak bylo demonstrovdano u MTMRS,

problematika mGze byt mnohem komplexnéjsi.

Prikladem je studie, ve které autofi pozoruji funkci MTMR®6 v autofagii u mysi bunécéné linie (NRK burky)
[68]. Snizeni exprese MTMR6 zde nevede ke zméné poctu autofagickych bunék, ale narusuje tvorbu
PI(3)P pozitivnich tubuldrnich omegazom(. To naznacuje, Zze MTMR6 reguluje hladinu PI(3)P
v omegazomu béhem iniciace autofagie [68]. Nicméné je klicové, Ze mysi genom neobsahuje gen pro
MTMRS [63]. Do jaké miry hraje MTMRG6 roli v autofagii a zda u hlodavcd neni tato funkce disledek

kompenzace chybéjiciho genu pro MTMRS zlistava otazkou.

Struktura MTMR6 mu dava unikatni funkci
Jiz bylo zmifiovdno, Ze MTMR6 obsahuje vyznamné strukturni rozdily ve srovnani s jinymi MTMRs. Jeho

PH-GRAM doména neni v tésném spojeni s PTP doménou a jejich vzajemnad pozice se vyrazné lisi. Ve
strukture ziskané rentgenovou krystalografii interaguje PH-GRAM doména jedné molekuly MTMR®6 s
PTP doménou sousedni molekuly. Tato interakce je ve zcela odliSném prostorovém usporadani nez
intramolekularni vazby téchto domén pozorované u jinych MTMR protein(l [54]. Neobvykla orientace

domén MTMR6 mize souviset s jeho unikatni funkci; interagovat s proteiny mimo MTMR rodinu.

MTMR6 pfimo vaze KCa3.1
Pfikladem proteinu, ktery interaguje s MTMRS, nikoli vSak s jinymi MTMRSs, je Ca?*-aktivovany K* kanal

KCa3.1. Tato interakce je zavisla na CCi PH-GRAM doméné MTMR6. Poskozenim jedné z téchto domén
MTMR6 ztraci schopnost inhibovat draselny kanal. Pro efektivni inhibici KCa3.1 je také nezbytna funkéni
PTP doména a ji katalyzovana deplece PI(3)P zcilové membrany. Zajimavé je, Ze i inhibici VPS34
generujici PI(3)P dochazi k blokaci KCa3.1 kanalu. To naznaduje, Ze PI(3)P pUsobi jako pozitivni regulator
KCa3.1, a Ze MTMR®6 tento kanal inhibuje prostfednictvim defosforylace PI(3)P [58, 69]. Nejen pfima

interakce CC doménou, ale i fosfatazova aktivita MTMR6 jsou nezbytné pro inhibici KCa3.1.

Dulezité je, ze KCa3.1 lokalizuje do cytoplazmatické membrany bunék, kde zprostfedkovava tok
draselnych iont( a ovliviiuje elektricky potencial membrany. Stejné tak MTMR6 i MTMR9 lokalizuji do
CPM, kde kolokalizuji k KCa3.1 [57, 58]. Autofi popisuji, Ze PH-GRAM doména MTMR6 je nezbytna
k jeho lokalizaci do cytoplazmatické membrany [58]. Zatim vSak neni jasné, zda MTMR6 interaguje s
KCa3.1 nezavisle na MTMR9, nebo zda k efektivni inhibici kandlu dochazi az v ramci trimerniho

komplexu (MTMR9-MTMR6-KCa3.1). MozZnou existenci trimerniho komplexu podporuji recentni
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studie, podle kterych MTMR9 prostfednictvim své CC domény preferencné interaguje do trimerd, nikoli

do dimeru [48].

KCa3.1 je v burikach aktivovan v dlsledku vyliti Ca** z intracelularnich kompartmentd, co? vede
k hyperpolarizaci CPM. Takovd zména membrdnového potencidlu nadsledné v pozitivni zpétné smycce
zvysuje tok vapenatych iontl z extracelularniho prostoru do cytoplazmy. To se zdd byt duleZité u
pomocnych CD4* T lymfocyt(, u kterych je aktivita KCa3.1 a vtok extraceluldrniho Ca%* nezbytny pro
jejich proliferaci po reaktivaci. MTMR6 plsobi jako negativni reguladtor tohoto procesu — sniZuje
mnozstvi PI(3)P v cytoplazmatické membrané, ¢imz tlumi aktivitu KCa3.1. To vede k mensimu pfilivu
Ca?* a nasledné k omezeni proliferace lymfocytd [70]. Inhibice MTMR6 ma proto terapeuticky
potencial, napftiklad pfi infekci Leishmanii donovani, ktera sniZuje odpovéd imunitniho systému
hostitele. Tato parazitarni infekce indukuje expresi MTMR6 v makrofazich, jakoZto hostitelskych
bunkach. Inhibice MTMR6 by mohla obnovit proliferaci a diferenciaci leukocytd, ¢imz by se zvysila i
efektivita imunitni odpovédi proti infekci [71, 72]. Také je popsdna role MTMR9 v diferenciaci
CD4* lymfocytl. Snizenim exprese MTMR9 dochazi k stimulaci diferenciace subpopulace CD4* bunék,

Th1 (T-pomocnych 1) lymfocytl [73].

MTMR6 pfimo interaguje s Rab1B u mysi

DalSim pfimym interakénim partnerem je monomerni GTPaza Rab1B (Pfibuzny Ras v mozku 1B), ktera
preferencné interaguje s MTMR®6 ve své neaktivni konformaci. Tato nizkoafinni vazba je zcela zavisld na
PH-GRAM doméné MTMR®6. Aktivni Rab1B sdili a podporuje lokalizaci MTMRG6 v oblasti okolo Golgiho
aparatu a intermedialniho kompartmentu. Zména konformace Rab1B z GTP do GDP formy vede ke
zvySené interakci s MTMR6 a soucasné narusuje jeho schopnost lokalizovat na membrany cilovych
kompartmentd. Tyto vysledky naznacuji, Ze Rab1B reguluje lokalizaci MTMR6 mechanismem zavislym

na jeho GTPazové aktivité [68].

Autofi dale popisuji funkci MTMR6 s Rab1B v rdmci sekretorické drahy. Jejich vysledky naznacuiji, ze
MTMRG6 negativné reguluje transport protein( z ER do Golgiho aparatu [68]. Je vSak dulezité zminit, Ze
regulace MTMR6 Rab1B GTPazou a jejich role v sekretorické drdze je popsana na bunécné linii
odvozené z mysi (NRK burky) [68]. Pfi obdobném experimentu provedeném na lidskych burikach neni

kolokalizace mezi MTMR6 a RAB1 GTP4azami detekovéana [74].

1.2.2.3. Myotubularin 9
Gen pro lidsky MTMR9 se nachazi na chromozomu 8 a kéduje vice transkriptl, pricemz hlavni izoforma
podle UniProt (ID: Q96QG7) obsahuje 549 aminokyselin s molekulovou hmotnosti kolem 63,5 kDa.
MTMR9 je enzymaticky neaktivni fosfatdza z rodiny MTMR, kterd je schopna svou ,coiled-coil”
doménou interagovat s MTMR6, MTMR8 a MTMR7. Tato heterodimerizace vede k jejich stabilizaci,
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zvyseni afinity v(ci fosfoinositid(im, posileni enzymatické aktivity i podpofte jejich biologické funkce [57,
61, 62, 74]. C-koncova oblast (CTD) MTMR9 je vyrazné zkracena a témér celou jeji délku tvori CC
doména. MTMR9 tak disponuje nejkratsim CTD, ale zaroven nejdelsi CC doménou ze vsech ¢len(l rodiny
MTMRs. Tato strukturaini zvlastnost mize prispivat k jeho atypickému chovani, véetné schopnosti tvofit

homotrimery namisto homodimer( [48].

MTMR9 sdm o sobé postradad schopnost vazat jakékoli fosfoinositidy [57]. Lokalizuje prevainé v
cytoplazmé, ale také v membrdnach Golgiho apardtu, intermedidlniho kompartmentu a
cytoplazmatické membrany, pricemz vyrazné kolokalizuje s RAB1A GTP8zou [74]. Navic se MTMR9
akumuluje ve vezikularnich strukturach v perinuklearni oblasti. MTMR9 v téchto vaccich ale nevykazuje

kolokalizaci s markery ¢asnych, pozdnich i recyklacnich endozomu ani s markery lysozomu [57, 74].

MTMR9 reguluje sekre¢ni drahu
Vyfazeni genu pro MTMR9 vede ke zméné lokalizace RAB1A, ktery se v téchto burikach nachazi vice

v membranach intermedidlniho kompartmentu a méné v Golgiho aparatu. Zaroven dochazi k rozpadu
kompaktniho Golgiho apardtu a jeho fragmentaci. Diasledkem téchto zmén je vyrazné zpomaleni
sekrecni drahy, nikoli vsak jeji Uplné zablokovani. Nadmérnd exprese MTMR9 rovnéz vede ke zpomaleni
transportu materidlu z ER k cytoplazmatické membrané [74]. Tyto vysledky ukazuji, Ze mnoZstvi
MTMR9 ovliviiuje priibéh sekrecni drahy kvantitativné a pro zajisténi efektivniho transportu musi byt

jeho hladina presné regulovana.

MTMR9 souvisi s nékterymi nemocemi
Nékteré jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jsou spojovany se vznikem onemocnéni. U asijskych

populaci je popsan SNP (rs2293855) lokalizovany v intronu 9, ktery vyznamné souvisejici s rizikem
metabolickych syndrom( [75]. Konkrétné je asociovana s hypertenzi, posSkozenim metabolismu glukdzy
a koncentraci lipoprotein( v krvi [76]. Dale je tento SNP popsan v souvislosti s poskozenim inzulinové
sekrece a senzitivity a vyznamné asociuje s obezitou [75, 77]. MTMR9 je dale identifikovan jako jeden

z genl spojenych s progndzou karcinomu vajecnik( a jicnu [78, 79].

Ackoliv dosavadni poznatky naznacuji, Ze se MTMR9 podili na regulaci sekre¢ni drahy a mlze hrat roli
v patogenezi metabolickych i nddorovych onemocnéni, doposud zlistava jen velmi malo prozkoumany.
Tato skutec¢nost z néj Cini atraktivni cil vyzkumu, zejména v kontextu jeho biologické funkce a mozného

zapojeni do transportnich nebo endocytickych procesu.
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1.3.Makropinocytdza

1.3.1. Makropinocytdza jako typ endocytdzy
Makropinocytdza, také oznacovana jako bunécné piti, je diky svym unikatni vlastnostem jedinecny typ
endocytdzy. Témito vlastnostmi jsou naptiklad zavislost na aktinové polymeraci, neselektivita v{ci
endocytovanému materialu, ¢i tvorba vackl, které maji v priméru 0,2-5 um [80]. Poprvé byla
pozorovana svételnou mikroskopii na tkanové kulture savéich bunék v 30. letech 20. stoleti. Plvodné
byla oznadena jako pinocytéza, jelikoz klathrin-dependentni endocytéza a dalsi mikropinocytické

procesy byly popsany az v druhé poloviné minulého stoleti [81].

1.3.1.1. Makropinocytdza se od ostatnich endocytéz lisi
Svymi vlastnostmi se makropinocytdéza odlisuje od klathrin-dependentni endocytézy, kterd
zprostredkovava internalizaci materidlu prostfednictvim receptord do malych vackl o priméru do
zhruba 200 nm. Kaveolin-dependentni endocytéza umozriuje tvorbu vétsich vackd nez na klathrinu-
zavisla draha, nicméné jejich velikost zpravidla nepresahuje 500 nm [82]. Tato velikostni omezeni
jednotlivych mechanism( demonstruji Gzkou souvislost mezi rozméry vnitrobunéénych vackd a

konkrétni endocytickou drahou.

Makropinocytdza sdili molekuldrni a signalni mechanismy regulace s fagocytdzou. V obou procesech se
tvori poharkové konstrukce, ve kterych dochazi k invaginaci membrany a tvorbé protruzi obalujicich
extracelularni material. Oba procesy jsou zcela zavislé na aktinovém cytoskleletu, RAS (virus potkaniho
sarkomu) GTPaze a akumulaci PIP3 v membrané poharku. V pfipadé fagocytdzy je formovani fagozomu
iniciovano primou interakci mezi receptory na povrchu buriky a ligandy na povrchu cilové ¢astice. Tato
interakce spousti postupné pfiléhani membrany k ¢astici podle modelu zipu, kdy se membrana zapina
pfes povrch Castice. Oproti tomu makropinocytdza neni vdzana na pritomnost konkrétni ¢astice a
objemové internalizuje jak tekutinu, tak suspendované c¢astice bez nutnosti specifické ligand

receptorové vazby [80].

1.3.1.2. Faze makropinocytdzy
Béhem makropinocytézy dochdzi k internalizaci relativné velké casti cytoplazmatické membrany.
Proces zac¢ind membranovym zvinénim fizenym aktinovym cytoskeletem, které vznika spontanné nebo
jako odpovéd na stimulaci rlstovymi faktory. Tato dynamickd membranova aktivita se odehrava v
perifernich nebo dorzalnich oblastech bunky. V ur¢itém okamziku mlze dochazet k rozsiteni a zakriveni
membranovych zvinéni, kterd vytvareji kraterovité, pohdrkovité struktury. Vznik téchto
makropinocytarnich poharkll se nazyvad uzavieni membranového zvinéni. Nasleduje pfiblizeni

distalnich okraji poharku, odskrceni membrany a vzniku makropinozomu v kroku zvaném uzavirani
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poharku. Cely proces je fizen intraceluldrnimi mechanismy nezavisle na distribuci a vazbé pfijimaného

nakladu [80, 83].

Pro spravné vytvoreni a uzavieni makropinocytdrniho pohdrku je nezbytné lokdlni nahromadéni
klicovych regulacnich molekul v dané oblasti cytoplazmatické membrany. Tyto molekuly se mohou
v ploché membrdné a v bazalni ¢asti poharku Sifit volné, avsak na jeho distdlnim okraji narazeji na
vyrazné difuzni bariéry. Poharek tak vytvafi membranovou doménu, kterd omezuje lateralni pohyb
lipidl i proteind, ¢imZ umoznuje jejich lokalni akumulaci a amplifikaci signalu nezbytného pro spravny

prabéh makropinocytézy [84].

1.3.2. Makropinocytdza v savCich bunkach a nadorech
Makropinocytéza je vyuZivdna velkym mnoZstvim rdznych organisml. MUlzZeme ji pozorovat u
jednobunécénych jako je hlenka Dictyostelium discoideum [85]. Také je vyuzivdna specializovanymi
burikami bezobratlych, napriklad coelomocyty hadatka Caenorhabditis elegans timto zplsobem
pfijimaji ,tekutinu” z télni dutiny [86]. V savcich burnkiach ma dilezité tkarové a bunécné specifické
funkce a celd rada parazitickych organisma vyuzivda makropinocytdzu k internalizaci do hostitelskych
bunék. Prikladem muze byt SARS-CoV-2, jehoz replikaéni cyklus i samotny vstup do bunék byl blokovan

obecné uzivanym inhibitorem makropinocytdzy EIPA (5-(N-ethyl-N isopropyl) amilorid) [87].

1.3.2.1. Makropinocytéza bunék imunitniho systému
Makropinocytdza je unikatni a specificky déj, kterym fyziologicky disponuji pouze vybrané typy savcich
bunék. Vimunitnim systému je dulezitd pro hlavni antigen prezentujici buriky (APC), makrofagy a
dendritické buriky. Makropinocytdzu u téchto bunék je potieba aktivovat; u makrofagl je to stimulace
pomoci cytokinu M-CSF (Makrofag-kolonie stimulujici faktor) [88]. Aktivace umoznuje burnkam
neselektivné pfijimat extracelularni proteiny, které nasledné zpracovavaji a prezentuji pomoci molekul
hlavniho histokompatibilniho komplexu 1l (MHCII). Inhibice makropinocytézy vyznamné sniZuje
schopnost APC prezentovat antigeny a tim brani i efektivni aktivaci pomocnych CD4* T lymfocytd [89].
Makrofagy a dendritické burky jsou kromé faktory stimulované makropinocytézy schopné i jeji
konstitutivni formy. Konstitutivni makropinocytdza je na rozdil od faktory stimulované zavisld na

extracelularnim vapniku, ktery jsou schopné vazat na vapnik senzitivni receptor (CaSR) [90].

Makropinocytdzy jsou schopné i jiné imunitni buriky. Pfikladem jsou jak pomocné CD4", tak cytotoxické
CD8* T lymfocyty. Tyto buriky makropinocytdzou pfijimaji aminokyseliny, coZ je nezbytné pro stimulaci
anabolickych drah a rlstu T lymfocytl po jejich aktivaci. Ktomu dochazi i za podminek s optimalni

dostupnosti Zivin a volnych aminokyselin v médiu [91].
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1.3.2.2. Makropinocytéza mimo imunitni systém
Makropinocytdza neni bunéény proces vyhrazeny pouze buikdm imunitniho systému. Béhem fetalniho
vyvoje savcu hraje kli¢ovou roli v burikach trofoblastu, které zajistuji vyménu plynd a Zivin mezi matkou
a plodem. Makropinocytéza je u bunék trofoblastu posilena v disledku aminokyselinové deprivace a
stim spojené signalizace. U mysi vede inhibice makropinocytézy v téchto bunkach k poskozeni

placentarniho transportu a nepfiznivé ovliviiuje vyvoj embrya [92].

Postembryonalné probiha makropinocytdza u bunék pigmentového epitelu sitnice (,retinal pigment
epithelium®; RPE buriky). RPE bunky aktivné fidi odstépovani a pohlcovani ¢asti vnéjsich segmenti
fotoreceptorovych bunék v ramci jejich recyklace prostrednictvim aktin-zavislé endocytdzy podobné
fagocytdze. Jelikoz nedochdzi kinternalizaci jiz odstépenych ¢asti bunék, ale RPE ,okusuji“ ¢asti

fotoreceptory, autofi navrhuji pojmenovat tento proces trogocytéza [93].

Kromé trogocytdzy vyuzivaji RPE bunky Siroké spektrum endocytickych drah, véetné klathrin-
dependentnich a klathrin-independentnich cest. Ty slouZi k pfijmu Zivin a transportu metabolit(, ¢imz
RPE vytvari a kontroluji prostiedi sitnice [94]. Ackoli funkéni vyznam makropinocytdzy v RPE neni zatim
detailné popsan, nékteré studie tyto bunky vyuzivaji jako modelovy systém ke studiu makropinocytdzy,

zejména v kontextu regulace aktinového cytoskeletu a tvorby i maturace makropinozomu [95, 96].

1.3.2.3. Makropinocytdza a nadorové onemocnéni
V nadorové biologii pfedstavuje makropinocytdza dllezity mechanismus alternativniho pfijmu Zivin,
kde vznika v dlsledku aberantnich aktivaci signalnich drah. Pfikladem mohou byt buriky karcinomu
prostaty. Fyziologicky nevykazuje epitel prostaty Zadné znaky aktivni makropinocytdzy.
Makropinocytéza je u téchto bunék spojena s nddorovym fenotypem a ztratou PTEN fosfatazy.
PTEN-deficientni bunky karcinomu prostaty maji posilenou makropinocytézu zejména v prostiedi
s nutri¢ni deprivaci, coZ jim poskytuje vyhodu v preZiti a proliferaci in vitro i in vivo v mySim modelu

[97].

Makropinocytéza je stimulovana i u nadorovych bunék, které endogenné exprimuji onkogenni RAS
GTPazu. Tyto bunky vykazuji vyrazné vyssi makropinocytézu ve srovnani s burikami s ,wild-type“
GTPazou, co? bylo prokazano i in vivo po transplantaci lidskych nddorovych bunék do mysi [98]. RAS
pfimo interaguje s PI3K tfidy | a vyrazné podporuje jejich enzymatickou aktivitu [99]. RAS i PTEN tedy
reguluji hladinu PIP; v bunkach, coZ podtrhuje klicovou roli tohoto fosfoinositidu v regulaci

makropinocytézy.

Nadorové bunky nemusi skrze makropinocytdzu prijimat pouze sérové proteiny jako albumin. Naopak,

podle studii se zda nekrotické debris, které se v nadorovém mikroprostredi hojné vyskytuje, jako
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dllezity a komplexni zdroj Zivin. Pouze nadorové makropinocytujici buriky, jako buriky karcinomu
prostaty Ci rakoviny prsu, jsou schopné efektivné pohlcovat nekrotické zbytky. Takové nddorové buriky
maji rovnéZ zvySenou rezistenci vici chemoterapii, kterd v nddorovém mikroprostredi indukuje

bunécnou smrt [97, 100].

Metabolismus a preziti nddorovych bunék je vyrazné zavislé na prijmu glutaminu. Recentni studie
ukazuji, Ze pfi glutaminové deprivaci nebo ztraté transportér( pro glutamin zlstavaji nadorové buriky
na této aminokyseliné nadale zavislé a aktivuji makropinocytézu. Ta jim slouzZi jako kompenzacni

mechanismus a adaptace umoznujici pfijem glutaminu z extracelularnich zdroj(i [101, 102].

1.3.3. PIPs a jejich enzymy v makropinocytoze
Fosfoinositidy hraji ddlezitou regulaéni roli ve vSech fazich makropinocytézy. Jejich ¢asoprostorové
fizena akumulace v cytoplazmatické membrané a pozdéji i v membrané makropinozomu je nezbytna
pro koordinaci signdlnich a strukturnich zmén spojenych s timto procesem. Stejné jako u jinych typU
endocytdzy podléhaji fosfoinositidy béhem makropinocytézy dynamickym preméndm prostrednictvim
specifickych kinaz a fosfataz (Obr. 3). Po svém vzniku a nahromadéni jsou rozpoznavany specifickymi

efektory, které fidi cytoskeletalni reorganizaci, membranovou dynamiku i vnitrobunécny transport.

1.3.3.1.  PIPs pfi formovani makropinocytarniho poharku

PI(4,5)P; a RAC1 jsou dllezité pro membranové zvinéni

V membranovém zvinéni dochazi k vyraznému zvyseni hladiny PI(4,5)P, ve srovnani s okolni plochou
membranou [103]. Zatim vSak neni experimentalné prokazano, jakym zplsobem zde tento fosfoinositid
vznikd. Pro indukci aktin-zavislého membranového zvinéni a nasledné formovani poharku je oviem
nezbytna lokalni aktivita GTPazy RAC1 (Ras-pfibuzny C3 botulotoxinovy substrat 1). Selektivni aktivace
této monomerni GTPazy vede k stimulaci tvorby aktinovych filament a formaci membranového zvinéni.
Naopak jeji inaktivace zplsobuje rozpad aktinového cytoskeletu a utiSeni membranové dynamiky

[104].

RAC1 pfimo interaguje s PIPKla, coZ indukuje jeji aktivaci. Enzymaticky neaktivni varianta PIPKla
funguje jako dominantné negativni mutant a narusuje RAC1-indukovanou polymeraci aktinu [105]. To
podporuje model, ve kterém aktivace RAC1 vede krekrutaci PIPKla a akumulaci PI(4,5)P;

v cytoplazmatické membrané, coz indukuje aktinovou polymeraci a tvorbu membranového zvinéni.

Pro tvorbu pohdrku je nezbytna akumulace PIPs

Aktivita RAC1 a koncentrace PI(4,5)P, dale roste v makropinocytarnim poharku a nabyva svého vrcholu
pred jeho uzavienim. Lokalné viak muze hladina PI(4,5)P, v této oblasti klesat v dlisledku konverze na

PIP5 [103]. Aktivita PI3K tfidy | a tvorba PIP; je nezbytna pro spravné vytvoreni a zrdni membranového
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poharku, nikoli ale pro polymeraci aktinu a vznik samotného membranového zvinéni. Zvyseni hladiny
PIPs vyrazné koreluje s uzavirdnim membranového zvinéni, maximalnich hodnot vsak dosahuje jesté
pfed uzavienim poharku. Na rozdil od PI(4,5)P,, PIP; je akumulovan zejména na bazi

makropinocytarniho poharku a doprovazi rozpad aktinovych vldken v této oblasti [83, 103].

Novéjsi studie potvrzuji, ze oba fosfoinositidy dosahuji svych vrcholovych koncentraci pted uzavienim

vvvvv

odskrcenim makropinozomu dochazi k prudkému poklesu koncentrace obou lipidd [106].

Jiz bylo demonstrovano, ze nadmérna akumulace PIP; v disledku ztraty PTEN nebo hyperaktivaci RAS
vyUstuje ve zvySenou makropinocytdzu v burikdch. Hladina PIP; a aktivita RAS GTPazy proto musi byt
velice striktné regulovany. Pro regulaci miry makropinocytdzy jsou dulezité i RAS GTPazu aktivujici
proteiny (RasGAP), které stimuluji jeji hydrolytickou aktivitu a pfechod do inaktivniho stavu. Pfikladem
takového negativniho reguldtoru je tumor-supresor neurofibromin 1 (NF1). Ztrata genu pro NF1
v savCich makrofazich vede k zvysené aktivité RAS a vyraznému posileni makropinocytdzy, ktera je zcela

blokovana inhibici PI3K tfidy | [107].

Model organizace makropinocytarniho poharku u hlenky Dyctiostelium
dyscoideum

U Dyctiostelia NF1 nepUsobi na aktivitu Ras globalné, ale lokalizuje se pfimo v oblasti dynamickych
makropinocytdrnich zvinéni, kde negativné reguluje aktivitu GTPazy. Tim omezuje i velikost PIP; domén
a samotnych makropinozomd, které jsou v NF1 mutovanych linii podstatné vétsi [108]. U hlenky je
ovsem popsan dalsi klicovy faktor, ktery reguluje aktivitu Ras, ale i Rac GTPaz. Jednd se o
multidoménovy protein RGBARG (RCC1, RhoGEF, BAR, a RasGAP-obsahujici protein), ktery na rozdil od
NF1 nereguluje velikost, ale tvar makropinocytarniho poharku. Tento protein lokalizuje do distalnich
(protruznich) okraja pohark(, kde vytvari rozhrani, ve kterém svou RhoGEF aktivitou stimuluje Rac a
naopak svou RasGAP aktivitou inhibuje Ras. Podle autor( je tak v protruzni oblasti poharku aktivni

pouze Rac GTP4za, kterd presahuje oblast s aktivni Ras a s hromadicim se PIP3 [109].

Pokud Ras ¢i PIP3 negativné reguluji Rac-fizenou polymeraci aktinu, RGBARG by mohl zajistovat
koordinaci tvorby aktinovych vldken pouze do protruzni oblasti. To podporuji i pozorovani, ze nukleacni
faktory jako SCAR/WAVE(Supresor cAR/ Verprolin-homologni protein z rodiny WASP) komplexy
lokalizuji do prstence pravé v distalnim okraji pohérku, mimo jeho centrum obsahujici Ras/PIP; domény
[110]. SCAR/WAVE komplex patfi do rodiny WASP proteind, nicméné pro jeho plnou aktivaci je
nezbytna pfimo RAC1 GTP4za [111]. Absence RGBARG vsak nebrani rekrutaci SCAR/WAVE komplexu do

distalniho okraje pohdrku, coz naznacuje, Ze tento protein nefunguje jako hlavni koordinator, ale spise
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reguluje dynamiku a tvar této struktury [109]. Jak pfesné komplexni poharkovita struktura vznika a jaké

faktory reguluji jeji dynamiku v sav¢ich burnkach zatim nebylo objasnéno.
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Obrazek 3: PIPs se hromadi v makropinocytdrnich membrdndch. Schéma zobrazuje hlavni
fosfoinositidové domény v jednotlivych fdzich makropinocytdzy a prechody mezi témito fazemi (Cerné
rovné sipky). Jednotlivé PIPs jsou zobrazeny jako barevné useky membrdny, ve které se dominantné
hromadi. Tyto domény od sebe vsak nejsou izolované, nybrZz se mohou alespor cdstecné prolinat.
Enzymy katalyzujici preménu jednotlivych fosfoinositidi (Pl-specifické kindzy a fosfatdzy) jsou
vyznaceny zakfivenymi Sipkami a oznaceny svymi ndzvy. FITC-dextran je uveden jako pfriklad

neselektivniho ndkladu internalizovaného makropinocytézou. Obrdzek byl vytvofen pomoci BioRender.

1.3.3.2.  PIPs pfi uzavirani makropinocytarniho poharku

Pro spravné uzavieni makropinocytarniho poharku do vacku je nezbytna deaktivace RAC1 GTPazy v
membrané pohdrku. Bunky s trvale aktivni RAC1 maji poskozené uzavirani makropinocytarniho
poharku a sniZzenou tvorbu i maturaci makropinozoma [104]. BEhem uzavirani poharku rovnéz dochazi
k vyrazné depleci PI(4,5)P, [103, 106]. Nadprodukce P15-kinaz PIPKlo/B vedouci ke stabilni pfitomnosti
PI(4,5)P, v membrané poharku inhibuje jeho uzavirani a prijem makropinocytarniho nakladu [112]. Pro
efektivni uzavieni makropinocytarniho poharku je proto nezbytnd jak inaktivace RAC1, tak lokalni

odstranéni PI(4,5)P, z jeho membrany.
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Odbouravani PIPs a PI(3,4)P, z poharku
Béhem uzavirdni poharku dochazi k prudkému poklesu koncentrace PIPs;, ktery je doprovdzen

akumulaci PI(3,4)P,. Koncentrace PI(3,4)P, vrcholi v dobé, kdy je tvorba makropinocytarniho poharku
dokoncena a Uzce souvisi s jeho uzaviranim [106, 113]. PI(3,4)P, tak pravdépodobné hraje kli¢ovou roli
pfi maturaci poharku, kde je produkovan fosfatdzou SHIP2 lokalizujici na membrany téchto struktur.
Snizeni exprese SHIP2 vede ke ztraté schopnosti akumulovat PI(3,4)P2 v doméndch CPM, které souviseji
s makropinocytdzou [86, 113]. SHIP2 tedy zajistuje pfeménu PIP3 na PI(3,4)P,, ¢imZ pfispiva k jeho

akumulaci v membrané makropinocytarniho poharku.

Odbouravani PI(3,4)P; z membrany poharku je pro Uspésnou makropinocytézu také nezbytné. Snizenim
exprese fosfatdazy INPP4B, kterd preménuje PI(3,4)P, na PI(3)P, dochazi kblokaci formovani
makropinozomd, nikoli vsak k inhibici aktinové polymerace a membranového zvinéni [86]. Nové jsou
popsany PRL3 a PRL1 (fosfatazy regenerujici jatra 3 a 1) jako lipidové fosfatazy, které preménuji PI(3,4)P,
a PI(3,5)P; na PI(3)P. Ablace genu pro PRL3 vede k snizeni pfijmu makropinocytarniho nakladu, naopak
nadprodukce zminénych fosfataz stimuluje tvorbu poharkovych struktur a makropinocytézu [114].
Podle téchto vysledk( se zda byt dlleZita akumulace PI(3)P v samotné membrané makropinocytarniho

poharku.

PI(3)P se hromadi v membrané poharku

Skutecné je popsano, Ze se PI(3)P hromadi jiz v membrané makropinocytarniho poharku v dobé jeho
uzavirdni poté, co zacne hladina PI(3,4)P; klesat [83, 106]. Podle Maekawa et. al, 2014 [86] vznikl tento
pool PI(3)P sekvenénim odbourdvanim PIP; - PI(3,4)P, = PI(3)P. Zaroven vsak pozorovali, Ze se

pravdépodobné jednalo o tranzientni produkt, ktery byl nasledné defosforylovan na PI.

Ve své studii autofi poufZili epidermoidni linii A431, u které stimulovali makropinocytézu EGF
(epidermalnim rdstovym faktorem) a inhibovali ji amiloridem. U bunék se sniZzenou expresi MTMR6 a
MTMR9 zaznamenali vyznamny pokles makropinocytdzy, pficemz transfekce exogenni varianty MTMR6
rezistentni vic¢i siRNA (malé interferujici ribonukleové kyseliné) makropinocytézu obnovila. Pfi
lokalizaci MTMR6 a MTMR9 pozorovali nahromadéni signalu v aktin bohatych a dynamickych
membranovych zvinéni. Autofi ovSsem popsali, Ze buriky se snizenou expresi MTMR6 a MTMR9 nemély
poskozenou aktinovou dynamiku ani membranové zvinéni. Avsak formovani makropinozomu bylo u
téchto bunék vyrazné naruseno. Vyvodili proto zavéry, Ze MTMR6 a MTMR9 maji roli v pozdéjsich fazich

vyvoje makropinocytdrniho pohdarku, respektive pfi jeho uzavirani [86].

Podobnych vysledk(l dosahli i pfi inhibici kanalu KCa3.1, ktery se po stimulaci EGF lokalizoval do oblasti
membranového zvinéni. Jeho inhibice nebo sniZeni exprese vedlo k poskozeni tvorby makropinozomd,

nikoli vsak k ovlivnéni membranového zvinéni. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze je potfebna jak syntéza,
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tak degradace PI(3)P jiz v membrané makropinocytarniho poharku pred jeho uzavienim a ze je cely

proces striktné ¢asoprostorové organizovan [86].

RABS lokalizuje na membrany pohdrku
RAB5 je monomerni GTPaza, kterd je charakteristickym markerem casnych endozomu. Diky

izoprenoidové kotvé dochazi k vazbé tohoto proteinu na membrany, kde interaguje a ovliviiuje dalsi
enzymy. PI(3)P vyrazné podporuje rekrutaci RAB5 na cilové membrany, kde tato GTPaza na oplatku
pfimo interaguje s endozomalnim VPS34 komplexem [115, 116]. Tim vznika pozitivni zpétnovazebna
smycka mezi tvorbou PI(3)P a rekrutaci RAB5, coZz umoziuje pfislusSnym membranam ziskat identitu

¢asnych endozomd.

PfestoZe RAB5 dosahuje maximalnich koncentraci v membrané makropinozomu azZ po jeho uzavreni,
hromadit se zacina jiz v membrané makropinocytarniho poharku, stejné jako PI(3)P [83, 106]. Navic
exprese dominantné negativni mutanty RAB5 vede ke snizeni pfijmu makropinocytarniho nakladu, aniz
by bylo ovlivnéno membranového zvinéni [112]. Nejen PI(3)P, ale i RAB5 plni v makropinocytéze funkci

pred vznikem samotného vacku, a tedy i mimo svou roli v definovani endozomalni identity.

Skutecné je popsana role této GTPazy pfi uzavieni poharku a odstépeni makropinocytarniho vacku.
RAB5 zajistuje rekrutaci fosfatiz OCRL a INPP5B, které umozriuji odstranéni PI(4,5)P; z
membrany makropinocytarnim pohdrku. Snizeni exprese téchto fosfatdz vyrazné snizuje schopnost
uzaviit poharek do makropinozomu [112]. Jiz bylo popsano, Ze béhem uzavirdni poharku dochazi
k snizeni aktivity RAC1 a odstranéni PI(4,5)P,. K depleci PI(4,5)P, vyznamné pfispiva postupné
odbouravani PIP3 na PI(3)P a naslednda rekrutace jeho efektoru RAB5, ktery zprostifedkovava nabor

klicovych fosfataz.

1.3.3.3.  PIPs pfi maturaci makropinozomu
Nascentné vznikly makropinocyticky vacek musi proniknout kortikdIni aktinovou siti, byt transportovan
od cytoplazmatické membrany, ziskat endozomdlni identitu, postupné maturovat a fuzovat s lysozomy.

Pro kaZdy z téchto proces( je dllezité hromadéni fosfoinositidd v membrané makropinozomu.

PHAFIN2 umoznuje pranik aktinovym obalem

Vacek vznikly uzavienim makropinocytarniho poharku se nachazi v oblasti s hustou siti kortikalniho
aktinu. Aby mohl byt dale zpracovan, musi skrze tento obal z aktinovych vlaken proniknout. K tomu se
zdd byt dulezZity protein PHAFIN2 (PH a FYVE doménu obsahujici protein 2), ktery prostfednictvim svych
vazebnych domén vaze predevsim PI(3)P, ale také PI(4)P, cozZ fidi jeho lokalizaci. PHAFIN2 se rekrutuje
do membrany velice zahy po uzavieni makropinocytarniho poharku, coz ¢asové koreluje s prianikem
makropinozomu z aktinového obalu. Kromé toho PHAFIN2 pfimo interaguje s filamentarnim aktinem a

ovliviiuje jeho dynamiku. Tato aktivita by mohla pfispivat k reorganizaci aktinového cytoskeletu kolem
24



makropinocytdrniho vacku, coz by usnadnilo odstranéni aktinového obalu a umozZnilo vacku jeho

naslednou maturaci [95].

Zajimavé je, Ze autofi popisuji bifazickou lokalizaci PHAFIN2. Tento protein se totiZ za¢ind hromadit
v membrané pfi uzavieni makropinocytarniho poharku a nasledné z podstatné ¢asti z membrany vacku
disociuje. K této prvotni lokalizaci je nezbytny pool PI(3)P, ktery vznikd nezavisle na VPS34. Pozdéji viak
hladina PHAFIN2 v membrané makropinozomu opét narlista a jeho druhotna akumulace je blokovana

inhibitory VPS34 kindzy [95].

Jelikoz je lokalizace PHAFIN2 primarné zavisla na PI(3)P, tyto vysledky doplniuji studie, podle kterych
dochazi pfi uzavirani poharku k defosforylaci PIP3 na tranzientni pool PI(3)P, ktery je pfeménovan na PI.
Pl je nasledné vyuZity jako substrat pro VPS34 kindzu v membrané maturujictho makropinozomu.
Podobné jako je popsano u fagocytdzy, PI(3)P v makropinocytdze vznika aktivitou PI3K Ii PI3K IIl a tyto

dvé frakce jsou od sebe alespon ¢astecné ¢asoprostorové odlisené.

Casnou fazi maturace va¢ku doprovazi tubulace
PI(3)P i RAB5 hromadici se v membrané vzniklého makropinocytarniho vacku jsou kli¢ové pro jeho

naslednou maturaci. Naptiklad PI(3)P pfimo interaguje a pravdépodobné tak rekrutuje do membrany
nové zformovanych makropinozomd SNX5. Vazba tohoto tfidiciho nexinu na membranu vyrazné
koreluje s jeji dynamikou a s tvorbou i prodluzovanim tubuldrnich extenzi v procesu zvaném tubulace.
Béhem tubulace dochazi ke zmenseni plochy membrany vacku bez vyrazného ovlivnéni jeho obsahu,
coz vede ke zvyseni tenze ve zbylé membrané. Diky tomuto procesu se makropinozom zmensuje,
zahustuje svij obsah, vyrazné se zakulacuje a stabilizuje. SNX5 se hromadi na bazi rostoucich tubuld,
pficemz nasledné snizeni jeho rekrutace do membrany koreluje s rapidnim poklesem rychlosti tubulace
[117]. RovnézZ je popsana role PHAFIN2 jako faktoru vyznamné podporujiciho tubulaci makropinozomd,
coz muze souviset s jeho druhotnou akumulaci v membranach makropinocytarnich vacka [95, 96]. Z
téchto wvysledk( vyplyva, Ze PI(3)P prostfednictvim rekrutace efektorl ovliviiuje maturaci

makropinozom.

Konverze RAB5 na RAB7

Jiz bylo zminovano, Ze pro casné endozomy je typickd akumulace PI(3)P a markeru RABS5
v membranach. V degradacni draze se béhem maturace RAB5 GTPaza uvoliuje z membran endozom.
Soucasné stim vtéchto vaccich dochazi k hromadéni GTPazy RAB7, kterd je charakteristickym
markerem pozdnich endozomi. Konverze RAB5 na RAB7 je nezbytnd pro naslednou maturaci

endozom a umoznuje vstup nakladu do degradacniho prostredi [118].

Po uzavieni makropinocytarniho poharku do vacku dochazi k postupné akumulaci a aktivaci RAB5, v

urcité fazi vsak nastava jeji rychla inaktivace a nasledna disociace z membrany [119]. Aktivace RABS je
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fizena nékolika GEF proteiny, které hraji klicovou roli v raznych bunécénych procesech.
Béhem makropinocytézy je nezbytny GEF ALS2, ktery lokalizuje na membrany jiz béhem uzavirani
poharku a jeho deplece zabranuje aktivaci RAB5 v tomto typu endocytdzy. Nasledna disociace ALS2 i
inaktivace RAB5 na membrané makropinozomu jsou zavislé na rekrutaci a aktivaci RAB7 v rdmci tohoto
kompartmentu [120]. BEhem makropinocytdzy tedy dochazi ke konverzi RAB GTPaz obdobné jako pfi
endozomadlni maturaci. Konverze RAB5 na RAB7 umoZniuje makropinocytickému vacku ziskat identitu

pozdniho endozomu a vstoupit do degradacni drahy.

Pozdni faze maturace makropinozomu

U hlenky se PI(3,5)P, za¢ind hromadit v membrdné makropinozomu nékolik minut po uzavieni poharku,
¢emu?Z predchazi rekrutace PIKfyve [44]. S postupnym narlstanim hladiny RAB7 a Ubytkem RABS5
dochazii ke snizeni mnozstvi SNX5 v membrané makropinocytarniho vacku, coz je provdazeno omezenim
tubulace [117]. Konverze RAB5 na RAB7 a pfeména PI(3)P na PI(3,5)P, mohou byt divodem pro
snizenou schopnost SNX5 vazat membranu makropinozomu a pro ukonceni tubularni faze jeho
maturace. Vacek timto ziskava identitu pozdniho endozomu a vstupuje do zatim malo prozkoumanych

pozdéjsich fazi maturace.

Marker lysozom( LAMP1 lokalizuje na membrany makropinozomu v pozdnich fazich jejich maturace,
ve kterych se na membrané nachazi i RAB7 [121]. Bylo pozorovano, Ze makropinozomy podléhaji fuzi
s lysozomy, pficemZ se tento fuzni kompartment nasledné rychle zmensuje. Pro zmenSovani
makropinozomu po jeho fuzi s lysozomem je rovnéz nezbytna kindza PIKfyve. Inhibice PIKfyve totiz vede
k prodlouzZeni jeji asociace s membranou makropinocytarnich vackd, coz brani jejich zmenseni [122].
To demonstruje roli PI(3,5)P, v pozdnich fazich maturace makropinozomt. Pfesny mechanismus
procesu v pozdnich fazich ani obrat tohoto fosfoinositidu vsak zlistavaji nejasné. Vzhledem k tomu, ze
MTMRs rozpoznavaji kromé PI(3)P také PI(3,5)P,, nelze vyloucit jejich potencialni roli v pozdni maturaci

makropinozomd.
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2. Cile

Makropinocytdza je na aktinu zavisly typ endocytézy umoziujici nespecificky prijem velkého objemu
extracelularniho materialu. Klicovymi signalnimi molekulami, které reguluji ¢asoprostorovou organizaci
jednotlivych fazi makropinocytdzy, jsou fosfoinositidy [80]. Mezi fosfoinositidy hromadici se v
membranach béhem makropinocytdzy patti i PI(3)P a PI(3,5)P, [44, 83, 106]. Tyto fosfolipidy jsou
substraty Pl-specifickych fosfataz a kinaz, které je preménuji a ovliviuji tim jejich hladinu v
membranach.

Cilem této diplomové prace je zjistit, zda PI(3)P a PI(3,5)P,-specifické fosfatdzy [47] zrodiny
myotubularind, konkrétné MTMR9 a jeho vazebni partnefi MTMR6 a MTMRS8 [51, 62], hraji roli v

regulaci makropinocytdzy.

Za timto Ucelem byly stanoveny nasledujici dilci cile:

1. Zvolit vhodnou fyziologicky makropinocytujici bunécnou linii a dysregulovat v ni expresi
MTMRS, MTMR6 a MTMR8
a. Vytvorit bunécné linie s deletovanymi geny pfislusnych MTMRs pomoci systému
CRISPR/Cas9
b. Vytvofit bunécné linie se stabilni nadprodukci pfislusnych MTMRs pomoci retroviralni

transdukce

2. Analyzovat prijem makropinocytarniho nakladu ve formé fluorescencné znaceného dextranu
a. Kvantifikovat celkovy pfijem nakladu pomoci pritokové cytometrie

b. Kvantifikovat makropinocytarni aktivitu pomoci svételné a fluorescenéni mikroskopie

3. Vyhodnotit, zda zmény v expresi MTMR9, MTMR6 a MTMR8 ovliviuji makropinocytézu a

pfijem extraceluldrniho nakladu
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3. Material a metody

3.1.Vektory
Tabulka 2: Vektory

Nazev Gen zajmu Ugel Vyrobce
pMXs-EF1-Bsd Bsd rezistence PCR Bsd rezistence Cell Biolabs, Inc.
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMR9 Genetické klonovani -
MTMR9sgl
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMR9 Genetické klonovani -
MTMR9sg2
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMR6 Genetické klonovani -
MTMR6sgl
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMR6 Genetické klonovani -
MTMR6sg2
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMRS8 Genetické klonovani -
MTMR8sg1l
pSpCas9(BB)-2A-Puro | hMTMRS8 Genetické klonovani -
MTMR8sg2
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMR9 CRISPR/Cas9 -
MTMR9sg1
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMR9 CRISPR/Cas9 -
MTMR9sg2
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMR6 CRISPR/Cas9 -
MTMR6sgl
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMR6 CRISPR/Cas9 -
MTMR6sg2
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMRS8 CRISPR/Cas9 -
MTMRS8sg1l
pSpCas9(BB)-2A-Bsd hMTMRS8 CRISPR/Cas9 -
MTMR8sg2
pPEGFP_N3 EGFP mikroskopovani Clontech
hMTMR9-pEGFP_N3 hMTMR9-EGFP Tranzientni exprese, -
mikroskopovani
hMTMR6-pEGFP_N3 hMTMR6-EGFP Tranzientni exprese, -
mikroskopovani
hMTMR8-pEGFP_N3 hMTMRS8-EGFP Tranzientni exprese, -
mikroskopovani
pMXs-Puro - Genetické klonovani Cell Biolabs, Inc.
pMXs-puro_EGFP EGFP Transdukce a stabilni -
exprese,
mikroskopovani, FACS
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pMXs-puro_MTMRO9-
EGFP

hMTMR9-EGFP
exprese,

Transdukce a stabilni

mikroskopovani, FACS

pMXs-puro_MTMR6-
EGFP

hMTMR6-EGFP
exprese,

Transdukce a stabilni

mikroskopovani, FACS

pMXs-puro_MTMRS8-
EGFP

hMTMRS8-EGFP
exprese,

Transdukce a stabilni

mikroskopovani, FACS

pcDNA4/TO/myc-His hMTMR9-myc-His siRNA Abgent
A-MTMR9
pcDNA4/TO/myc-His hMTMR6-myc-His SiRNA Abgent
A-MTMR6
pcDNA4/TO/myc-His hMTMR8-myc-His SiRNA Abgent
A-MTMR8
Racl_G12V_pEGFP-C1 | RaclG12V Mikroskopovani -
3.2.Primery

Tabulka 3: Primery

Nazev sekvence Cilové misto Ugel

Bsd_EcoRI_Forward

aaaGAATTCATGGTTCCTTTGTCTC

pMXs-EF1-Bsd

PCR genu Bsd
rezistence

Bsd_EcoRI_Reverse

aaagaattcTTAGCCCTCCCACAC

pMXs-EF1-Bsd

PCR genu Bsd
rezistence,
kontrola ligace

Bsd_Seq_F ACCAGAGCATCACCG pSpCas9(BB)-2A- | Sekvenace,
Bsd MTMR9/6/8 kontrola ligace
sgl/2
MTMR9 int5_F AATACGTTACCATGGCAGGC Genomova DNA Genomova PCR
MTMR9_int6_R GCCAGACTCTAGGCACACAC Genomovda DNA Genomova PCR
Mtmr6_int3_F CAATCTCAGATTGATATGTGTGC Genomova DNA Genomova PCR
Mtmr6_ex5 R CTCCTTATCTTGATGATAGTAGG Genomova DNA Genomova PCR
Mtmr8_int2_F GTTTTCTAACACTGCAGTCTGC Genomova DNA Genomova PCR
Mtmr8_int3_R CCCCTTGAAGAGCTTTTACTC Genomova DNA Genomova PCR
MTMR6_Pacl_F acTTAATTAAatggagcatatccggacgacc hMTMR6- PCR genu
pPEGFP_N3 MTMR6-EGFP
MTMR8_Pacl_F acTTAATTAAatggatcatattacggtaccc hMTMRS- PCR genu
pEGFP_N3 MTMR8-EGFP
EGFP-stop_Xhol_R gccCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCC | hMTMR6/8- PCR genu
pEGFP_N3 MTMR6/8-EGFP
pMX_FW_SEQ CGGCATCGCAGCTTGGATAC pMXs Sekvenace
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3.3.siRNA
Tabulka 4: siRNA

Nazev Sekvence Vyrobce siRNA ID

MTMR9 A GCGAAUUCAUAAGUCCAUUtt AMBION s35355

MTMR6 A GACCAAAAGAAGUACUUAALt AMBION s17377

MTMR6 B GACAACUAUUCCAAUAUUALt AMBION s17378

MTMRS8 A CCCAGUUCCUAGACUGUAUtt AMBION s31079

MTMRS8 B CCAUAACUGUUGUGAGAUUtt | AMBION s31078

MTMRS8 C GGCAAUUAAUGGAACAGUUtt | AMBION s31077

3.4.Protilatky
Tabulka 5: Primarni protilatky

Nazev Vyrobce Katalogové ¢islo Redéni pro Redéni pro
western blot mikroskopii

Anti-GFP Roche 11814460001 1:4000/1:2000 -

Anti-Myc (9E10) Exbio 11-433-C100 1:2000 -

MTMR9 polyclonal | Thermo Fisher PA5-21901 1:1000 -

Antibody Scientific

GAPDH Antibody Santa Cruz sc-365062 1:1000 -

Anti-a-Tubulin Sigma-Aldrich T9026 1:10000 -

(DM1A)

LAMP-1 (D4015S) Cell Signaling 15665 - 1:300

Rab5 (C8B1) Cell Signaling 3547 - 1:300

Tabulka 6: Sekundarni protilatky
Nazev Vyrobce Katalogové ¢islo Redéni pro Redéni pro
western blot mikroskopii

GAR-HRP Jackson Immunores./Spinchem 111-035-045 1:10000 -

GAM-HRP Jackson Immunores./Spinchem 115-035-146 1:10000 -

DAM/Cy5 Jackson Immunores./Spinchem 715-175-150 - 1:400

GAR/A405 Jackson Immunores./Spinchem 111-475-003 - 1:400

3.5.Prace s bunéénymi kulturami

Lidské bunécné linie Hela, hTERT-RPE-1 a Platinum-A bunky byly kultivovany v Dulbeccovem

modifikovaném Eagleovo médium (DMEM; Thermo Fisher Scientific) s 10% fetalnim bovinnim sérem

(FBS) (Gibco) a 1% penicilin/streptomycin (Biowest) (DMEM+/+). Pro nékteré experimenty bylo kromé

DMEM +/+ vyuzito i bezsérové DMEM -/-, nebo EBSS (Earledv vyvazeny solny roztok, Thermo Fisher

Scientific).
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Adherentni bunécéné linie byly kultivovany v termostatu u pfi 37 °C a 5 % CO; na kultivacnich miskach.
Pro deadhezi bunék pfi pasazovani, zamrazovani, ¢i nasazovani byl pouZivan 1x trypsin/EDTA (0,05%
trypsin, 0,02% EDTA; Thermo Fisher Scientific) ve fyziologickém roztoku PBS (fosfatovy pufr; Thermo

Fisher Scientific).

Za Ucelem dlouhodobého uchovéani bunék byly zamraZovany ve vhodném kryoprotektivnim médiu.
Bunécna suspenze byla centrifugovana (5 min, 260 g), supernatant odstranén a burky resuspendovany
v kultivaénim médiu s 10 % DMSO (Dimetylsulfoxid; Sigma-Aldrich). Po rozdéleni do kryozkumavek byly
vzorky pomalu zmrazeny v isopropanolové nddobé pfi-80 °C a nasledné preneseny do tekutého dusiku.
PFi opétovném rozmrazeni bunék byl ptislusny alikvot zamrazené bunécné suspenze ponechdan roztat a
urychlené byl pfenesen do falkony s DMEM. Po nasledné centrifugaci a odsati supernatantu byla peleta

bunék resuspendovana v 5 ml kompletniho média.

3.6.Priprava vektorll pro tvorbu knockout (KO) bunéénych linii metodami

genetického klonovani

Za ucelem selekce knockout (KO) linii hTERT-RPE-1 byla provedena modifikace plazmidu
pSpCas9(BB)-2A-Puro nahrazenim genu pro puromycinovou rezistenci genem pro rezistenci na
blasticidin (Bsd). Dlvodem bylo, Ze buriky hTERT-RPE-1 jiZz obsahovaly puromycinovou rezistenci a
selekce na puromycin by tedy nebyla efektivni. Celkem bylo vygenerovdno Sest vektord
pSpCas9(BB)-2A-Bsd, kazdy obsahujici jednu ze dvou navrzenych gRNA (sgl nebo sg2) cilicich na
spoleéné exony genl MTMR9, MTMR6 nebo MTMRS (Tab. 2).

3.6.1. PCR amplifikace genu pro Bsd rezistenci a klonovani do pSpCas9(BB)-2A-Puro
Gen pro Bsd rezistenci byl amplifikovan z vektoru pMXs-EF1-Bsd pomoci PCR (polymerazové retézové
reakce) s navrzenymi primery (Tab. 3) a polymerazou Phusion (Thermo Fisher Scientific). Denaturacni
krok byl proveden pfti 95 °C, elongace pfi 72 °C 20 s. Produkty PCR byly Cistény a ovéreny agarézovou
gelovou elektroforézou (Ethidium bromid i agardza od Sigma-Aldrich) s 1% gelem pfipravenym z 1x TAE
pufru (Tris-acetat-EDTA pufr). Pro identifikaci velikosti produktd byl pouZit GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). 1zolace DNA (deoxyribonukleové kyseliny) probihala za vyuZiti GenelET Gel

Extraction Kitu (Thermo Fisher Scientific).

Amplifikovany Bsd fragment a vektory pSpCas9(BB)-2A-Puro byly Stépeny restrikéni endonukledzou
FastDigest™ EcoRl (Thermo Fisher Scientific). Pro zamezeni samoligace byly Stépené vektory
defosforylovany fosfatazou SAP (,Shrimp Alkaline Phosphatase”; Thermo Fisher Scientific). Pro
identifikaci nastépenych vektor( byla provedena agardzova gelova elektroforéza a izolace DNA z gelu.

Fragmenty byly ligovany pfes noc pomoci T4 DNA ligazy (Thermo Fisher Scientific).
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3.6.2. Transformace bakterii, izolace plasmidové DNA a screening
Pro mnoZeni plasmidu byl pouzit kmen kompetentnich E. Coli DH5a, ktery byl kultivovan ve standartnim
LB (,lysogeny broth“) médiu. Ligované konstrukty byly transformovany do DH5 a bakterii pomoci

teplotnim Soku a naneseny na LB agarové (Difco) plotny s ampicilinem (Roth; 100 pg/ml).

Pro ovéreni integrace Bsd fragmentu byla provedena ,,colony PCR“ z lyzat( bakterialnich kolonii pomoci
primer( Bsd_Seq_F a Bsd_EcoRI_R za pouziti polymeraz PFU/TAQ. Denaturacni krok byl proveden pfi
95 °C, elongace pfi 72 °C 20 s. Detekce PCR produktl na 1% agardzovémy gelu z 1x TBE pufru
(Tris-borat-EDTA pufr) umozZnila naslednou identifikaci pozitivnich kolonii nesoucich gen zajmu.
Pozitivni kolonie byly kultivovany v tekutém LB médiu s ampicilinem. Byl zhotoven miniprep ¢i midiprep
podle protokolu komerénich souprav GenelET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) nebo
Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen). Ziskana plasmidovda DNA byla kvantifikovdna pomoci
spektrofotometru. Nasledovala sekvenace vybranych plasmidd za Ucelem ovéreni spravné integrace

genu pro blasticidinovou rezistenci do vektord.

3.7.Pfiprava knockout (KO) bunécnych linii

hTERT-RPE-1 burky byly transfekovany dvojicemi vektor(i pSpCas9(BB)-2A-Bsd nesoucimi dvé navrzené
sgRNA (sgl a sg2) pro pfislusny MTMR (Tab. 2).

Pro kazdy cilovy gen byla pfipravena transfekéni smési obsahujici 1 ug vektort (sgl a sg2 v poméru 1:1)
a 1,5 pl lipofekéniho cinidla X-tremeGENE™ Transfection Reagent (Sigma-Aldrich) na jeden ml média s
burikami. Den po transfekci byl pfidan blasticidin (5 pg/ml). Selektivni kultivace trvala 1-2 tydny se 1-2
vyménami média.

Buniky byly po selekci deadherovany a ¢ast byla zamrazena. Zbylé mnozstvi bunék bylo spocitano a
vyfedéno odpovidajicim mnozstvim kultivacniho média tak, aby burky byly kultivovany samostatné po
jedné a dali vzniknout klonim vhodnam pro hledani KO linie. Zhruba po 3-4 tydnech byly klony

dostatec¢né narostlé pro nasledné testovani.

3.8.Testovani knockout bunécénych linii

3.8.1. Imunoblotovani
Potencidlni knockout klony bunécéné linie pro MTMR9 byly hleddany pomoci imunoblotovani. Zvolené
»single-cell” kolonie byly sklizeny a centrifugovany (260g, 5 min, 4°C). Po odlyti supernatantu byly

vzorky smichany s Laemmliho lyzaénim pufrem (odpovidajici 1 mil. bunék/100 pl 2x pufru). Vzorky byly
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sonikovany (UP100H, Hielscher), nasledné denaturovdny pfi 95 °C po dobu 5 minut a skladovany

pfi -80 °C.

K rozdéleni proteinl vzork( byla pouZita SDS-PAGE elektroforéza s 10% gelem. Pro urceni velikosti
protein(l byl pouZit PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Fisher
Scientific). Pro preneseni proteinli na nitrocelulézovou membranu bylo provadéno polosuché nebo
mokré blotovani. Po blokovani membrany 5% mlékem (Roth) v TBST (45min) byla inkubovana s primarni
protilatkou proti MTMR (Tab. 5) pres noc pfi 4 °C. K detekci signalu byla vyuzita sekundarni protilatka
GAR-HRP a Immobilon® ECL Ultra Western HRP Substrate (EMD Millipore).

3.8.2. Genomova PCR
Vzhledem k nespecifickému barveni MTMR9 protilatek a absenci kvalitnich protilatek pro MTMRG6 a
MTMRS byla validace KO klonU provedena PCR z genomové DNA cilici na hypoteticky deletované exony.
Buriky byly lyzovany v 30 mM Tris-HCI (pH 8; 100 ul na 0,5 milionu bunék) obsahujicim 2 ul 20 mM
proteinkinazy K. Inkubace probihala ptfes noc a ndsledné byla proteindza K inaktivovana zahfatim na
95 °C (10 min). Po zchlazeni na pokojovou teplotu byl lyzat pouZit jako templat pro PCR (1 ul reakéni
smési na reakci). Amplifikace DNA byla provedena pomoci polymerazy PFU a primer( navrzenych do
blizkosti mista Stépeni Cas9 (Tab. 3). Produkty byly separovany elektroforézou na 3-4% agarézovém gelu

z TBE pufru.

3.9.Pfiprava retrovirdlnich vektori pro tvorbu bunécnych linii stabilné
exprimujici znacené MTMRs

Pro pfipravu vektord pMXs-puro MTMR6-EGFP a pMXs-puro_ MTMRS8-EGFP bylo nezbytné vloZit

hMTMR6/8-EGFP gen do vektoru pMXs-Puro (Cell Biolabs, Inc.). Vektory pMXs-Puro EGFP a

pMXs-Puro_ MTMR9-EGFP byly jiz zhotoveny. hMTMR6/8-EGFP sekvence byly ziskany z vektor(

hMTMR6/8-pEGFP_N3 metodou PCR popsanou v kapitole 3.6.1. Pro PCR byly vyuZity primery
MTMRG6/8-EGFP_Pacl_F a EGFP_stop_Xhol_R.

Pro Stépeni PCR produktt i pMXs-Puro vektoru byly vyuZity restriktazy FastDigest™ Xhol a Pacl (Thermo
Fisher Scientific). Vlastni Stépeni i ligace probihali ve stejnych podminkach jako je popsano vyse. Pro
prvotni identifikaci bylo vyuZito Stépéni ligovanych vektor(i s PCR produktem FastDigest™ BamHI a
Hindlll restrikénimi endonukleazy (Thermo Fisher Scientific). Potencialné ligované vektory byly poslany

na sekvenaci pomoci primeru pMX_FW_SEQ.
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3.10. Pfiprava bunécnych linii stabilné nadprodukujici MTMRs
Pro ptipravu bunécnych linii RPE-1, které stabilné exprimuji EGFP (zesileny zeleny fluorescencni protein)
nebo fuzni proteiny MTMR9/6/8-EGFP byla vyuZita retroviralni transdukce. Pro tvorbu retroviralnich
Castic s prislusnymi vektory byla pouzita pakaZovaci bunécna linie Platinum-A. Cely proces retroviralni
transdukce probihal dle pravidel prace s viry v laminarnim boxu pfizplsobenému Urovni biologické

bezpecnosti BSL2 (Biosafety Level 2).

3.10.1. Transdukce
Buriky Platinum-A byly nasazeny do 6jamkovych desticek a transfekovany vektory pMXs-puro_EGFP,
pMXs-puro_ MTMR9-EGFP, pMXs-puro. MTMR6-EGFP nebo pMXs-puro. MTMR8-EGFP pomoci

X-tremeGENE™ Transfection Reagent podle optimalizovaného protokolu vyrobce.

Po 72 hodinach byla média obsahuijici retroviralni ¢astice odebrana, centrifugovana (500 g, 10 min,
4 °C) a supernatant byl prenesen do novych Falcon zkumavek. Pro koncentraci viriond byl pfidan
Retro-X™ Concentrator (Takara Bio) v poméru 1:3 a smés byla inkubovana 24 h pfti 4 °C. Vzorky byly
nasledné centrifugovany (1500 g, 45 min, 4 °C) a ziskané pelety byly resuspendovany v 0,9 ml DMEM.
Pro zvySeni Ucinnosti  transdukce bylo k suspenzi pfiddno transfekéni  Cinidlo

Polybrene Infection/Transfection Reagent (Milipore Corps; 1:2000).

RPE-1 buriky nasazené do 6jamkovych desti¢ek byly po odstranéni média inkubovany s pfipravenym
transdukénim médiem obsahujicim retrovirdlni ¢astice a Polybrene po dobu 24 h. Platinum-A bufikdm
bylo opét odebrano médium, které bylo uloZeno pfi 4 °C bez koncentrace. Z divodu zvyseni efektivity
transdukce byla nasledujici den aplikace transdukéniho média na RPE-1 buriky opakovdna. Po 24 h bylo

transdukéni médium odstranéno a bunky byly presazeny.

Selekce EGFP pozitivnich populaci RPE-1 bunék probihala pomoci pritokové cytometrie na pfistroji
MA900 Multi-Application Cell Sorter (Sony Biotechnology) v Laboratofi cytometrie. Buriky byly pred
sortovanim sklizeny, resuspendovany do PBS/10% FBS a udrzovany na ledu. Sortované bunky byly

sbirany do kompletniho média.

3.11. Knockdown (KD) MTMRS, MTMR8 a MTMR6 u RPE-1
Za ucelem snizeni exprese (tzv. knockdown) MTMR9, MTMR8 nebo MTMR6 byla do RPE-1 bunék
transfekovana patficna siRNA (Tab. 4). Oligofekce siRNA byla provedena u RPE-1 ,wild type“ (WT), RPE-1
stabilné  exprimujicich MTMR9/8/6-EGFP a u RPE-1 tranzientné transfekovanych
pcDNA4/TO/myc-His A-MTMR9/8/6. Buriky exprimujici fuzni MTMR9/8/6 s EGFP nebo s myc-His byly

vyuzity pro ovéreni ucinnosti knockdownu prostfednictvim imunoblotovani. U RPE-1 transfekovanych
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pcDNA4/TO/myc-His A-MTMR9/8/6 byla oligofekce provedena 48 hod po transfekci. Knockdown

MTMRs u RPE-1 WT bunék byl provadén pro méreni pfijmu makropinocytarniho nakladu.

Oligofekce byla provedena pomoci Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher
Scientific) pfi konecné koncentraci 5 nM siRNA. Pro knockdown MTMR9 byla pouZita jedna siRNA,
zatimco pro MTMR6 a MTMR8 byly pouzity kombinace dvou, respektive tfi siRNA. Bunky byly
kultivovany po dobu 48-72 hod od oligofekce a nasledné analyzovany. Pro tvorbu negativnich kontrol

byla pouzita nespecifickd siRNA.

RPE-1 stabilné exprimujici MTMR9/8/6-EGFP a RPE-1 transfekovany
pcDNA4/TO/myc-His A-MTMR9/8/6 byly po inkubaci promyty v PBS a lyzovany v Laemmliho pufru. Po
nasledném zmrazeni (-80 °C, 5 min) byly lyzaty sklizeny do mikrozkumavek, sonikovany a povareny. Pro
ovéreni snizeni exprese proteind byla provedena SDS-PAGE elektroforéza (elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného) na 10% gelu. Postup imunoblotovani
byl shodny svySe popsanym. Jako primarni protilatky byly pouZity Anti-GFP ¢i Anti-Myc (9E10),
viz tabulka (Tab. 5). Pro srovnani proteinového zatizeni (,loadu”) mezi vzorky byl barven a-tubulin

primarni protilatkou Anti-a-Tubulin (DM1A).

3.11.1. Kvantifikace relativni exprese MTMRs
Pro kvantifikaci uc¢innosti siRNA byla pouZzita analyza intenzity band( v softwaru Fiji (ImagelJ; verze

2.16.0). Intenzita signdlu prislusnych MTMRs v jednotlivych bandech western blotu byla vydélena
intenzitou odpovidajiciho kontrolniho proteinu (a-tubulin). Tento pomér vyjadfuje relativni expresi
cilového MTMR. Nasledné byl vytvoren pomér nespecifické kontrolni siRNA (ns) vlci specifické siRNA
(siRNA) pro kazdou variantu MTMR. Tento pomér vyjadfuje miru potlaceni exprese cilového proteinu

(ns/siRNA).

3.12. Méreni makropinocytdzy pratokovou cytometrii (FACS)
U bunécnych linii HeLa WT nebo KO MTMRs, RPE-1 s kontrolnim KD nebo KD MTMRs a RPE-1 stabilné
produkujicimi EGFP nebo MTMRs-EGFP byla makropinocytéza analyzovana pomoci pritokové
cytometrie. Bunky byly kultivovany v DMEM+/+, DMEM-/-, ¢i EBSS médiu po vybranou dobu
(15 min-15 h) podle experimentalniho designu. Pro sledovani pfijmu makropinocytarniho nakladu byl
do pfislusného kultivacniho média pfidavan dextran s primérnou hmotnosti 40 kDa konjugovany s
fluorescencnimi  barvivy  FITC nebo TRITC (Fluorescein isothiokyanat (FITC)-dextran,
Tetramethylrhodamin isothiokyanat (TRITC)-dextran; Sigma-Aldrich) v kone¢né koncentraci 1 pg/ml. V
nékterych experimentech byl k RPE-1 burikdm pridavan rlstovy faktor HGF (HumanKine® recombinant

human Hepatocyte growth factor; proteintech; 10-50 ng/ml), ¢i inhibitor makropinocytézy EIPA
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(5-(N-ethyl-N-isopropyl)amilorid; MedChemEx; 25-50 uM). Inkubace s témito latkami zapocala 30

minut pred pridanim dextranu.

Po inkubaci byly bufiky promyty, ztrypsinizovany a prevedeny do 1,5 ml mikrozkumavek. Vzorky byly
centrifugovany (260 g, 5 min, 4 °C), pelety dvakrat promyty ve FACS pufru (1x PBS, 0,6% BSA (bovine
serum albumine; Sigma Aldrich) 0,1% NaNj3 (azid sodny; Sigma-Aldrich)). Nasledné byly bunécné pelety
resuspendovany ve 100 pl FACS pufru s Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific) v koncentraci 1 pg/ml

pro vyhodnoceni viability bunék.

Vzorky byly méreny na pratokovém cytometru BC CytoFLEX (Beckman Coulter) a uZitim laserti 405 nm
(Hoechst 33258), 488 nm (FITC, GFP) a 561 nm (TRITC). Detekce signall probihala pomoci emisnich
filtrd BP 450/45 (Hoechst 33258), BP 525/40 (FITC, GFP) a BP 585/42 (TRITC). Data byla zpracovana

pomoci softwaru CytExpert (verze 2.4, Beckman Coulter).

3.12.1. Gating strategie
Pro analyzu dat z prltokové cytometrii byla pouZita gating strategie zahrnujici Gvodni selekci

jednotlivych bunék na zakladé rozptylovych parametr( (FSC-A vs. SSC-A) a nasledné odstranéni
doubletl (FSC-H vs. FSC-A). Zivé buriky byly vybrany na zakladé barveni Hoechst 33258. Fluorescenéni
signal FITC-dextranu byl detekovan v kanalu B1-A (ex. 488 nm / em. 525/40 nm), TRITC-dextranu v
kanalu G1-A (ex. 561 nm / em. 585/42 nm). V experimentech s RPE1 burikami stabilné exprimujicimi

MTMRs-eGFP byly GFP-pozitivni bunky vybrany zvlast podle intenzity v kanalu B1-A.

3.13. Mikroskopie Zivych bunék
Svételna i fluorescencni mikroskopie byla pouzita pro analyzu bunék RPE1 WT a RPE1 stabilné nebo
tranzientné exprimujici EGFP, fuzni MTMRs s EGFP a Rac1G12V s EGFP. Pro kvantitativnim méreni
pfijmu dextranu byly burky kultivovany stejnym postupem, jako je popsano u priitokové cytometrie.

Buriky byly kultivovany na 35 mm miskach se sklenénym dnem v DMEM+/+ nebo DMEM-/-.

Obrazova data byla ziskdvana pomoci konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) s
imerznim objektivem HC PL APO 63x/1.4 Oil. Pro svételnou mikroskopii, sledovani bunék v Sirokém
zorném poli a kvantitativni méreni makropinocytdzy byl pouzit inverzni (,widefield“) mikroskop Nikon
Eclipse Ti2 s imerznim objektivem Plan Apo delta 60x Qil DIC N2 a s odpovidajicimi fluorescenénimi
filtry pro Hoest 33258, GFP a TRITC. Snimani Zivych bunék bylo provadéno za podminek 37 °Ca 5 % CO,

pomoci komorového systému (Okolab Bold Line).

Ke kvantitativnimu méreni na mikroskopu byly pouzity RPE-1 exprimujici EGFP nebo fuzni EGFP

s MTMR9/8/6 po kultivaci s TRITC-dextranem. Snimani probihalo v jedné roviné ostrosti za vyuZiti PFS
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(Perfect Focus System). Kazdy snimek byl nasnimdan v 16bitovém rozliseni a byl zhotoven jako plachta o

velikosti 5x5 s prekryvem snimkd 15 %.

Pred vlastni analyzou ve FlJI (Imagel; verze 2.16.0) probéhla dekonvoluce snimkd v softwaru Hyugens
professional (Scientific Volume Imaging). V ¢erveném kandlu (TRITC-dextran) byl aplikovan medidnovy
filtr (polomér 1,0 pixel) a automaticky prah Triangle. Pro optimalizaci prahovani byly intenzity obrazu
linearné preskalovany na dynamicky rozsah odpovidajici 15bit obrazu. Tento krok, aplikovany
konzistentné na viechny snimky, zlepsil uc¢innost algoritmu Triangle, ktery v plvodnim 16bit rozsahu
Casto nastavoval prah pfilis vysoko a opomijel slabsi signadly odpovidajici TRITC-dextran pozitivnim
vackdm. Po odstranéni bunék mimo zorné pole a artefakt( byly analyzovany partikule vétsi nez 200 nm

pomoci funkce Analyze Particles.

4. Vysledky

4.1. Snizeni produkce MTMR9, MTMR6 a MTMRS8 v RPE-1 linii

4.1.1. Generovani knockout RPE-1 linii pro MTMRs
Za Ucelem objasnéni role MTMR9, MTMR6 a MTMRS8 byla navriena strategie pro generovani
bunéénych linii RPE-1 s deletovanymi myotubulariny pomoci systému CRISPR/Cas9. Stejny pristup byl

jiz dfive Uspésné poutzit k vytvoreni knockout linii v burfikach Hela.

Strategie vyuZivala vektory pSpCas9(BB)-2A-Puro, které nesou sgRNA cilené do transkripcné aktivnich
oblasti ptislusnych gent: u MTMR9 do exonu 6 (5-AACACATAACATGGACCGATGG-3' a 5'-CCTAGCGGCTC
AGTGCATCGAC-3’; vzdalenost 62 bp), u MTMR8 do exonu 3 (5-CCACTGTGGAGAAGTTACCCATC-3' a
5'-CCACTGTGGAGAAGTTACCCATC-3’; vzdalenost 26 bp), a u MTMR6 do exonu 4 (5'-ATTCAGAACGAC
TACAAGGCTGG-3' a 5'-ATCTCGCTGAGGAATATAAGAGG-3’; vzdalenost 10 bp). Vybrané exony zarucuji

pfipadnou deleci vSech izoforem myotubularind.

ProtoZe hTERT-RPE-1 obsahovaly gen pro rezistenci viici puromycinu (Puro), bylo potieba ve vektorech
pSpCas9(BB)-2A-Puro vymeénit tuto selekéni znacku za rezistenci viéi blasticidinu (Bsd). Metodami

genetického klonovani bylo Uspésné vytvoreno viech Sest pSpCas9(BB)-2A-Bsd vektord (Tab. 2).

Po transfekci téchto vektort do RPE-1 a selekci blasticidinem (5pg/ml) byly izolovany jednotlivé klony.
Kvli nespecifickému barveni protilatek proti MTMR9 a absenci komerc¢né dostupnych protilatek proti
MTMR6 a MTMRS byla k prvotnimu testu klonl pouzita PCR genomové DNA a gelova elektroforéza
s 3-4% agarézovym gelem. Ucinnost knockoutu byla u vybranych kloni vyhodnocena pomoci
sekvenovani PCR produktll z genomové DNA v oblasti zasaZzenych exon(. VSechny testované klony vsak

vykazovaly ,wild-type” sekvence cilovych genl bez zndmek mutaci. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze
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pouZzitd CRISPR/Cas9 strategie neni vhodna pro generovani knockout linii MTMR9, MTMR6 a MTMRS8 v

RPE-1 bunkdch, pfestoze byla Uspésné aplikovana v Hela.

4.1.2. Generovani knockdown RPE-1 linii pro MTMRs
V disledku nelspésného generovani knockout bunécénych linii RPE-1 byla exprese cilovych proteint

snizena pomoci siRNA. Byly pouZity komercné dostupné siRNA uvedeny v tabulce (Tab. 4).

Ucinnost jednotlivych siRNA byla nejprve testovana v RPE-1 burikach transientné exprimujicich fuzni
MTMR9/8/6 s myc-His znackou (z vektorli pcDNA4/TO/myc-His A-MTMR9/8/6). Oligofekce MTMR9
cilené siRNA a kombinace dvou siRNA proti MTMR6 vedly k vyraznému snizeni hladin pfislusnych
proteinl. Naproti tomu Zadnd z testovanych siRNA pro MTMRS, ani jejich kombinace, nevedla

k efektivnimu sniZeni exprese proteinu (Fig. 1A, B).

Ucinnost siRNA byla dale ovéfovdna na RPE-1 stabiln& exprimujicich MTMR9/8/6-EGFP paralelné
s experimenty na pritokovém cytometru. Vysledky byly konzistentni s pfedchozimi a na jejich zakladé

byly pro nasledujici funkéni studie vybrany pouze siRNA cilené na MTMR9 a MTMR®6 (Fig. 1C, D).
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Figura 1: Uéinnost siRNA pro MTMR9, MTMR6 a MTMR8 v RPE-1 burikdch. (A) Imunoblot RPE-1 bunék

tranzientné exprimujicich MTMR9/8/6-myc-His (~70 kDa). (C) Imunoblot RPE-1 stabilné exprimujicich

MTMRSY/6-EGFP (~100 kDa). Buriky byly oligofekovdny siRNA cilenymi proti pfislusnym myotubulariniim

(M9/8/6-si), jako negativni kontroly byly pouZity buriky oSetiené nespecifickou siRNA (M9/8/6-ns). WT

predstavuji netransfekované RPE-1 slouZici jako negativni kontrola transfekce. Detekce cilovych

proteinti probéhla pomoci protildtek Anti-Myc a Anti-GFP. Jako kontrola nandseni lyzdtu do gelu byl
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pouZit a-tubulin (~50 kDa). (B, D) Kvantifikace ucinnosti siRNA. Intenzita cilového proteinu byla

normalizovdna na a-tubulin a vyjddrena jako pomér mezi nespecifickou a specifickou siRNA (ns/siRNA).

4.2 Vytvoreni RPE1 linii nadprodukujici MTMRs
Vedle bunék se snizenou expresi studovanych MTMRs bylo cilem vytvofeni RPE-1 linii stabilné
exprimujici zna¢ené myotubulariny ve zvy$ené mire. Pro soucasné sledovani subcelularni lokalizace
MTMRs v Zivych burikach byly pfipraveny retrovirdini vektory pMXs-puro umoznujici expresi fuznich
protein MTMR9-EGFP, MTMR6-EGFP a MTMRS8-EGFP. Jako negativni kontrola slouZila linie RPE-1

stabilné exprimujici samotny EGFP (pMXs-puro_EGFP).

Retroviralni transdukce byla provedena s vyuZzitim bunécné linie Platinum-A jako zdroje virovych ¢éstic.
Pro maximalni G¢innost transdukce bylo virové médium aplikovano na RPE-1 buriky opétovné, coz vedlo
k Uspésnému ziskani bunék stabilné exprimujicich EGFP a MTMR9-EGFP. U vektoru
pMXs-puro_ MTMR6-EGFP a pMXs-puro_ MTMR8-EGFP byla ucéinnost transdukce nizsi; u MTMR6-EGFP
se projevila nizka mira transdukce a u MTMR8-EGFP navic neZivotaschopnost transdukovanych bunék.

Pro ziskani vhodnych EGFP pozitivnich populaci bylo nutné tyto linie generovat opakované.

Selekce EGFP pozitivnich populaci bunék byla provedena sortovanim pomoci pritokového cytometru.
Vysledky ze sortovani odhalily uspésnost transdukci, ktera byla nejvice ucinnd pfi pouZiti vektoru
pMXs-puro_EGFP. Naopak transdukce vektorem pMXs-puro_MTMR8-EGFP, obsahujici nejdelsi
otevieny Cteci ramec, byla efektivni nejméné (Fig. 2A). Retroviralni transdukce tak predstavuje ucinny
nastroj pro generovani RPE-1 linii s nadprodukci MTMRs. Vysledky vSak naznacily, Ze velikost vkladané

DNA mize vyrazné ovlivnit Ucinnost transdukce.
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Figura 2: (A) Selekce RPE-1 EGFP pozitivnich populaci sortovdnim pomoci priitokového cytometru.
Histogramy zndzornuji podil EGFP pozitivnich a negativnich bunék po retrovirdini transdukci vektory
pMXs-puro_EGFP, pMXs-puro_ MTMR9-EGFP, pMXs-puro_ MTMRG6-EGFP a pMXs-puro_ MTMRS8-EGFP.
V histogramech je vyznacena brdna (,gate”) EGFP pozitivni populace s jejich procentudinim
zastoupenim. Nejvyssi podil EGFP pozitivnich bunék byl zaznamendna u vektoru pMXs-puro EGFP,

svvs

bunék.

4.3.Prijem dextranu u HelLa KO bunék
Pfed finalnim zhotovenim RPE-1 linii s dysregulovanymi MTMR9, MTMR6 a MTMRS byly jako modelovy
systém pro optimalizaci metodiky méreni pfijmu FITC-dextranu pomoci pritokové cytometrie pouzity
Hela bunky. Tato linie byla zvolena pro svou snadnou kultivaci a dostupnost jiz vytvofenych MTMRs
knockout variant. Experimenty na Hela burkach zaroven slouZily k ziskdni praktickych zkuSenosti s

pratokovou cytometrii, ktera byla autorem prace pouZzita poprvé.

Je vSak tfeba poznamenat, Ze Hela buriky nejsou pro studium makropinocytdzy idedlni model. Za
vyuziti svételné mikroskopie byla u této linie patrnd méné dynamickd membrdanova zvinéni bez
vyraznych protruzi a tvorby charakteristickych makropinozom(. Pfijem dextranu témito burikami
pravdépodobné probihal prevainé mikropinocytickymi cestami. Vysledky ziskané na Hela burkdach

presto vhodné poslouzily k metodické optimalizaci a orientacnimu méreni pfijmu FITC-dextranu.

Kontrolni Hela buriky a linie s deletovanymi MTMR9, MTMR8 a MTMR6 byly kultivovany 2 hodiny

s FITC-dextranem ve finalni koncentraci 1ug/ml. Kultivace probihala ve standartnim DMEM+/+ médiu,

nebo v podminkdch hladovéni v EBSS médiu. V kompletnim médiu bylo pozorovano signifikantni

snizeni pfijmu FITC-dextranu u bunék s deletovanym MTMR6 nebo MTMR9 (Fig. 3A). Hladovéni v EBSS
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zvysilo celkovy ptijem FITC-dextranu do bunék, avsak rozdil mezi WT a MTMR6 knockout liniemi se v
téchto podminkach vyrazné nezménil. Naproti tomu u MTMR9 knockout linie doslo pfi hladovéni
k vyraznéjSimu sniZeni ptijmu FITC-dextranu ve srovnani s kontrolnimi burikami (Fig. 3B). Tyto vysledky
naznacuji, Ze ztrata MTMR6 a MTMR9 ovliviiuje internalizaci FITC-dextranu v Hela burikach. Jedna se
o kompletni pfijem dextranu vSemi moZnymi zpUsoby, pficemZ neni rozliSovano, zda je naklad

internalizovan makropinocyticky ¢i jinymi endocytarnimi cestami.
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Figura 3: Hela WT a Hela s deletovanymi MTMR9, MTMR8 a MTMR6 (MTMR6/8/9K0) byly
testovdny na prijem FITC-dextranu. Buriky byly kultivovdny v (A) DMEM+/+ nebo (B) EBSS s
FITC-dextranem po dobu 2 hodin. Intenzita fluorescence byla mérena pritokovou cytometrii a vyjadiena
jako median signdlu z 10 000 Zivych bunék po odecteni autofluorescence (negativni kontrola; buriky bez
FITC-dextranu). KaZdy bod reprezentuje jedno biologické opakovadni. Statistickd vyznamnost byla
vyhodnocena oboustrannym nepdrovym t testem; vysledky s p < 0,05 byly povaZovdny za signifikantni

(* = p <0,05; ** = p<0,01; *** = p < 0,001).

4.4. RPE1 maji vysoce dynamickou cytoplazmatickou membranu

4.4.1. RPE-1 jsou makropinocytarné aktivni
Makropinocytdza Zivych bunék RPE-1 byla sledovana pomoci svételné mikroskopie (,,live-cell imaging”).
V nestimulovaném stavu tyto bunky vykazovaly vyraznou membranovou dynamiku a tvorbu rozsahlych
vackdl, které jsou typické pro makropinocytarni aktivitu. Makropinozomy po svém vzniku ménily tvar,
zmensovaly se, nebo fuzovaly. V dlsledku zesilujici se cytoplazmy vacky pfi svém pohybu do stfedu

buriky ¢asto mizely mimo rovinu ostrosti (Fig. 4A, video 1). Na zakladé téchto pozorovani lze usuzovat,
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Ze RPE-1 maji vysokou bazalni hladinu makropinocytézy. Po ptidani TRITC-dextranu a tfihodinové
inkubaci ndsledované promytim byl patrny cerveny signdl akumulujici se uvnitt bunék, zejména v

intraceluldrnich vaccich. Tento signal se postupné zvySoval ve vaccich smérem do centra buriky, coz

odpovidalo koncentraci makropinocytarniho materialu béhem maturace vacku (Fig. 4B).

A
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TRITC-dextran

Figura 4: Zobrazeni makropinocytdrni aktivity Zivych RPE-1 bunék pomoci svételné mikroskopie v
Sirokém zorném poli. (A) Nestimulované RPE-1 WT byly kultivovany v DMEM+/+ a snimdny svételnou
mikroskopii s frekvenci snimki 2,26 s po dobu 9 min. Bufiky maji vysoce dynamickou cytoplazmatickou
membrdnu, ze které se vytvari objemné vacky (Cerné Sipky), coZ naznacuje vysokou bazdlini hladinu
makropinocytdzy. Byly vybrdny snimky s ¢asovym rozestupem pfiblizné jedna minuta. (B) RPE-1 buriky
byly kultivovdny v kompletnim médiu s TRITC-dextranem (3 hod) a po jeho odmyti snimdny. Cernou
Sipkou jsou oznacené nascentni vdcky, které vznikly po odmyti TRITC-dextranu. Cerveny signdl se

koncentruje ve vdccich v centru buriky.

4.4.2. Lokalizace MTMRs do membranového zvinéni
PFi fluorescencni mikroskopii Zivych RPE-1 bunék stabilné exprimujicich fuzni proteiny MTMR9-EGFP a
MTMR6-EGFP byla pozorovana prevainé cytosolickd distribuce signdlu. U bunék exprimujicich
MTMR9-EGFP byl navic zfetelny vezikularni vzor odpovidajici vacklim rané sekrece. Fluorescencni
signal se dale akumuloval v perifernich ¢astech bunék, zejména v oblastech se zvySenou membranovou
dynamikou a membranovym zvinénim (Fig. 5A, video 2). Myotubulariny MTMR6 i MTMR9 mohou
asociovat s cytoplazmatickou membranou v mistech jeji intenzivni dynamiky pomoci svych PH-GRAM

domén (Tab. 1).

PFi pozorovani negativni kontroly (RPE-1 exprimujicich samotny EGFP) byla fluorescence rovnéz patrna
v oblastech membranového zvinéni (Fig. 5B, video 3). Pro ovéreni, zda se jednalo o specifickou lokalizaci
fosfatdz nebo o obecny jen spolecny cytosolickym proteinim, byla vytvofena pozitivni kontrola
v podobé RPE-1 bunék tranzientné exprimujici konstitutivné aktivni variantu RAC1 (RAC1G12V) pomoci
transfekce vektorem Racl_G12V_pEGFP-C1. Aktivni Racl se lokalizuje do cytoplazmatické membrany

prostrednictvim geranyl-geranylové kotvy na C-konci proteinu a polybazické oblasti vazajici P1(4,5)P; a
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PIP3 [123]. Tyto burnky kumulovaly signal v perifernich dynamickych oblastech CPM obdobné (Fig. 5C,
video 4).

Na zakladé téchto pozorovani nelze s jistotou rozhodnout, zda fosfatdzy MTMR9 a MTMR6 specificky
lokalizuji do oblasti membranového zvinéni, nebo zda je tato distribuce disledkem obecného chovani
cytosolickych proteinli v dynamickych membranovych strukturadch. Nelze vyloucit, Ze pozorovana

akumulace signélu v oblastech membranového zvinéni odrazi spise zvySenou tloustku cytosolu v téchto

dynamickych strukturdch oproti zbylé periferni ¢asti buriky nez specifickou lokalizaci fosfataz.

A

MTMR9-EGFP

buriky stabilné produkujici MTMR9-EGFP vykazuji prevdZné cytosolickou distribuci a akumulaci signdlu
v perifernich oblastech s intenzivni membrdnovou dynamikou (bilé Sipky). (B) Negativni kontrola: RPE-1
buriky stabilné exprimujici samotny EGFP, u nichZ byla fluorescence rovnéZ patrnd v oblastech
membrdnového zvinéni. (C) Pozitivni kontrola: RPE-1 buriky tranzientné exprimujici konstitutivné aktivni
variantu RAC1(G12V)-EGFP s vyraznou akumulaci signdlu v dynamickych perifernich oblastech. Buriky

byly kultivovdny ve standardnim DMEM médiu.

4.5. Zmény v makropinocytdze u RPE-1 linii se snizenou expresi MTMRs
Za Ucelem objasnéni role MTMR6 a MTMR9 v makropinocytdze byla u RPE-1 WT bunék specificky
snizena exprese téchto dvou fosfatdz pomoci siRNA. Pfijem FITC-dextranu byl méfen dva dny po
oligofekci, kdy byla prokazatelné sniZzena exprese cilovych myotubularinG (viz Fig. 1C, D). Pro
standardizaci experimentalnich podminek byly bunky pfed mérenim pfijmu FITC-dextranu kultivovany

v DMEM-/- (bez ptidaného séra a ruUstovych faktor). Tento pfistup minimalizoval variabilitu
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zpUsobenou rozdilnym sloZzenim séra a poskytl definované podminky. Souéasna deprivace rlstovych
faktord ¢astecné imitovala hladovéjici stav, ktery stimuluje makropinocytarni pfijem extracelularniho
materialu. Hladovéni bylo indukovano kultivaci v DMEM-/- po dobu 1 hodiny, po které byl pfidan
FITC-dextran (1 pug/ml) na 2 hodiny. Jako negativni kontrola slouZily buriky transfekované nespecifickou

siRNA. Kvantifikace intenzity FITC signalu byla provedena pomoci pritokové cytometrie.

Ve vsech tfech nezavislych experimentech vykazovaly bunky se snizenou expresi MTMR6 i MTMR9
mirné zvySeny prijem FITC-dextranu ve srovnani s kontrolnimi bufikami. Tyto rozdily vSak nebyly
statisticky vyznamné (Fig. 6A). Po normalizaci dat, kde byl pfijem dextranu u negativni kontroly
nastaven na 100 %, byl pozorovany trend zvyseného pfijmu jesté zfetelnéjsi. Vzhledem k omezenému
poctu biologickych opakovani vsak vysledky zUstavaji neprikazné (Fig. 6B). Tyto nalezy naznacuji, Ze
knockdown fosfatdz MTMR6 a MTMR9 nema statisticky vyznamny vliv na pfijem FITC-dextranu a

makropinocytdzu u RPE-1 bunék.
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Figura 6: Méfeni pFijmu FITC-dextranu u RPE-1 bunék se snizenou produkci MTMR9 a MTMRG6. (A)
RPE-1 WT osetrené nespecifickou siRNA (ns-siRNA) a siRNA cilici na MTMR9 (MTMR9-siRNA) a MTMR6
(MTMRG6-siRNA) byly testovdny na pfijem FITC-dextranu. Buriky byly kultivovdny 1 hodinu v DMEM-/-
pred pfiddnim FITC-dextranu (2 hod). Intenzita fluorescence byla mérena prutokovou cytometrii a
vyjddrena jako medidn signdlu z 10 000 Zivych bunék po odecteni autofluorescence (negativni kontrola;
buriky bez FITC-dextranu). (B) Normalizace vyslednych hodnot pro zisk relativniho prijmu FITC-dextranu,
kde negativni kontrola predstavuje 100 % pro kaZdé opakovdni. KaZdy bod reprezentuje jedno biologické
opakovdni. Opakovdni ze spolecného experimentu jsou propojena carou. Statistickd vyznamnost byla

vyhodnocena oboustrannym nepdrovym t testem; vysledky s p < 0,05 byly povaZovdny za signifikantni.
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4.6. Zmény v makropinocytdze u RPE-1 linii s nadprodukci MTMRs

4.6.1. TRITC-dextran nelze pouZzivat pfi pritokové cytometrii
K hodnoceni vlivu nadprodukce MTMR9, MTMR8 a MTMR6 na pfijem makropinocytdrniho nakladu
byly pouZity RPE-1 linie exprimujici fuzni proteiny MTMRs-EGFP. Jako negativni kontrola zde slouzila
linie RPE-1 stabilné exprimujici EGFP. Vzhledem k prekryvu excitatniho a emisniho spektra

fluorochrom(l EGFP a FITC byl pro tyto experimenty pouzit TRITC-dextran.

Bunky byly nejprve kultivovany ve standardnich podminkach (DMEM+/+) s pridavkem TRITC-dextranu
(1 pg/ml) po dobu 1 hodiny. Pro posouzeni specifického pfinosu makropinocytdzy na pfijem dextranu
byl k ¢asti vzorkd pridavan inhibitor makropinocytézy EIPA (25-50 uM, 30 min pfed TRITC-dextranem).

Kvantifikace probihala pomoci pratokové cytometrie.

Opakované experimenty neodhalily rozdily v intenzité TRITC signalu mezi jednotlivymi liniemi ani mezi
burikami oSetfenymi inhibitorem EIPA (Fig. 7A, B). Naslednd mikroskopickd analyza ptrijmu FITC- a
TRITC-dextranu do RPE-1 WT bunék béhem dvouhodinové inkubace v3ak odhalila zasadni rozdil v
distribuci fluorochromdi. PrestoZe oba, FITC- i TRITC-dextran, vykazovaly jasny vezikuldrni vzor,
TRITC-dextran se navic akumuloval rozptylené v cytoplazmé bunék (Fig. 7C-E). V bunkach exprimuijici
MTMR9-EGFP vzristal cytosolicky TRITC signdl spolecné se zelenym signdlem, pficemz se MTMR9
pozitivni vacky neprekryvaly s TRITC pozitivnimi vacky (Fig. 7E).

Ztéchto dlvodd nemusi TRITC signal spolehlivé reflektovat vezikularni lokalizaci dextranu,
pravdépodobné v dlsledku nedokonalé konjugace fluorochromu k dextranu. Experimenty
z pratokového cytometru vyuZivajici TRITC-dextran nelze povaZovat za relevantni, jelikoz
cytoplazmaticky se hromadici TRITC signal ovliviiuje vysledné intenzity fluorescence. Proto byla pro

dalsi kvantifikaci pfijmu TRITC-dextranu pouZita fluorescencni mikroskopie.
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TRITC-dextran

Figura 7: Analyza prijmu TRITC-dextranu v RPE-1 burikdch. (A) RPE-1 exprimujici EGFP, MTMR9-EGFP
a MTMRG6-EGFP byly testovdny na prijem TRITC-dextranu. (B) RPE-1 oSetfené makropinocytdrnim
inhibitorem EIPA (25-50 uM, 30 min pred TRITC-dextranem). Buriky byly inkubovdny s TRITC-dextranem
v DMEM+/+ po dobu 1 hodiny a analyzovdny pritokovou cytometrii. Intenzita fluorescence byla
vyjddrena jako medidn signdlu z 10 000 Zivych bunék po odecteni autofluorescence (negativni kontrola;
buriky bez FITC-dextranu). KaZdy bod reprezentuje jedno biologické opakovdni. Opakovdni ze
spolecného experimentu jsou propojena carou. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena
oboustrannym nepdrovym t testem; vysledky s p < 0,05 byly povaZovdny za signifikantni. (C) Maximadlni
intenzitni projekce Z-stacku RPE-1 WT bunék inkubovanych s FITC-dextranem (2 h) ziskand pomoci
konfokdini mikroskopie. FITC signdl si zachovdvd vezikuldrni lokalizaci. (D) Snimek RPE-1 WT bunék
z konfokdlniho mikroskopu v jedné roviné ostrosti zachycujici vdckovou i cytosolickou distribuci
TRITC-dextranu (2 hod). (E) Mikroskopie v Sirokém zorném poli RPE-1 bunék stabilné exprimujicich
MTMR9-EGFP inkubovanych s TRITC-dextranem (3 hod) v jedné roviné ostrosti. TRITC-dextran neni
spolehlivy ndstroj jako makropinocytdrni ndklad, protoZe dochdzi k cytosolickému hromadéni TRITC

signdlu.

4.6.2. Mikroskopicka analyza RPE-1 bunék s pfijatym TRITC-dextranem
Pfed mikroskopickymi experimenty byly RPE-1 linie exprimujici EGFP nebo fuzni MTMRs-EGFP
kultivovany pres noc v DMEM-/-. Tento krok slouzil k navozeni hladovéjicich podminek a tim i ke
stimulaci makropinocytdzy, coz mélo umoznit lepsi rozliSeni rozdill v akumulaci dextranu mezi
jednotlivymi liniemi. Deprivace séra zdroven poskytla stabilni a reprodukovatelné podminky napfic

experimenty.
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TRITC-dextran (1 pg/ml) byl pfidavan na 3 hodiny, u ¢asti vzorkd byl aplikovan inhibitor EIPA (35 uM, 30
minut pfed dextranem). Pro vizualizaci jader a presné urceni poc¢tu bunék ve snimaném poli byl 10
minut pred promytim pfidan Hoechst 33258 (1 ug/ml). Po promyti byly buriky mikroskopicky snimany
jako zivé (,live-cell imaging”) ve svételném Sirokém zorném poli (,widefield”“ mikroskopie) ve formatu

plachty obsahujici 5x5 snimkd.

Timto zpUsobem bylo ziskdno 100-400 individudlnich bunék ve vzorku, které byly nasledné analyzovany
v programu FlJI. Kvantitativni analyza obrazu poskytla Gdaje o primérné velikosti TRITC pozitivnich
vackd (> 200 nm) a jejich poctu na burku. Priimérna velikost vacka zlstala mezi jednotlivymi liniemi
bez statisticky vyznamnych rozdild (Fig. 8A). Naopak u vsech ti{i MTMRs-EGFP produkujicich linii byl
zaznamenan vyznamny nardst poctu TRITC pozitivnich vackl na buriku ve srovnani s kontrolnimi

burikami (Fig. 8B).

Pro kvantitativni vyhodnoceni vlivu inhibitoru EIPA na pfijem TRITC-dextranu u RPE-1 byl zvolen
reprezentativnhi model MTMR9-EGFP linie, kde byl dostupny nejvyssi pocet nezavislych experiment(.
Osetreni bunék inhibitorem vsak nevedlo k zZddné zméné v parametrech (Fig. 8C, D). Stejné chovani

EIPA bylo rovnéz pozorovano u ostatnich RPE-1 bunécnych linii.

Tyto vysledky naznacuji, Ze nadprodukce MTMR9, MTMR6 a MTMRS8 podporuje tvorbu TRITC-dextran
pozitivnich vackl a zvySuje tak intravezikularni akumulaci dextranu. Vzhledem k limitacim
TRITC-dextranu a absenci Ucinku EIPA vSak neni mozné jednoznacné urcit, zda je tento efekt specificky

pro makropinocytarni prijem.
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Figura 8: Mikroskopickd analyza pFijmu dextranu u RPE-1 nadprodukujici MTMR9, MTMR6 a MTMRS.
Buriky byly pred priddnim TRITC-dextranu (3 h) kultivovdny pres noc v DMEM-/-. Po promyti byly
snimdny Zivé ve svételném mikroskopu v sSirokém zorném poli jako plachta 5x5 snimkd. Analyza obrazu
v programu FlJI poskytla udaje o primérné velikosti TRITC pozitivnich vdcka a jejich priimérném poctu
na buriku. (A) Srovndni primérné velikosti vacka (um) mezi liniemi exprimujicimi EGFP nebo fuzni
MTMRs-EGFP. (B) Srovndni priumérného poctu vacku (> 200 nm) na buriku mezi témito liniemi. (C)
Srovnadni prumeérné velikosti vacka v linii exprimujici MTMR9-EGFP s nebo bez inhibitoru EIPA (35 uM,
30 min pred dextranem). (D) Srovndni primérného poctu vacki na bunku v linii exprimujici
MTMR9-EGFP za stejnych podminek. KaZdy bod reprezentuje jedno biologické opakovani; opakovdni ze
stejného experimentu jsou propojena Carou. Statistickd vyznamnost byla hodnocena oboustrannym

nepdrovym t-testem; hodnoty p < 0,05 byly povaZovdny za signifikantni.

4.7.Inhibitor EIPA je prijiman endocytarné
Pti mikroskopické analyze RPE-1 WT bunék, které mély k dispozici inhibitor EIPA (2,5 hod; 35 uM) byl
pozorovan necekany intraceluldrni vzor. Namisto difuzni distribuce v cytosolu se fluorescenéné aktivni
inhibitor akumuloval ve velkych vaccich, z nichz se ¢ast jevila jako makropinozomy (Fig. 9A). Pfi
soucasné kultivaci RPE-1 bunék s TRITC-dextranem (2 hod; 1 pg/ml) a EIPA (30 min pfed dextranem;

35 uM) byla pozorovéana kolokalizace obou molekul (Fig. 9B).

Z mikroskopickych snimk(l nelze s jistotou urcit plvod téchto vack, ale jejich velikost a pfitomnost
TRITC-dextranu nasvédcuji tomu, Ze se z podstatné ¢asti jedna o makropinozomy a jejich starsi verze
v podobé lysozom(l. Tato pozorovani naznacuji, Zze se EIPA dostava do bunék endocytézou, ziejmé

prostrednictvim makropinocytdzy, a transportuje se az do lysozom{.
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TRITC-dextran

Figura 9: Zobrazeni Zivych RPE-1 WT bunék po inkubaci s inhibitorem EIPA pomoci svételné
mikroskopie v Sirokém zorném poli. Buriky byly kultivovdny pres noc v bezsérovém DMEM a ndsledné
oSetreny EIPA (35 uM) po dobu 2,5 hodiny. (A) Fluorescencni signdl v modrém kandlu odpovidad
prirozené fluorescenci EIPA, ktery se v burikdch akumuluje ve vezikuldrnich strukturdch. (B) RPE-1 buriky

oSetrené EIPA a inkubované s TRITC-dextranem (2 hod). Pro sniZeni cytosolického pozadi v TRITC kandlu
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byly snimky upraveny dekonvoluci. Prekryv modrého a Ccerveného signdlu (magenta) ukazuje
kolokalizaci inhibitoru EIPA s endocytovanym dextranem, coZ naznacuje jejich spole¢né ukladadni ve

vezikuldrnim kompartmentu.

5. Diskuse

Pro studium role vybranych MTMRs v makropinocytdze byly zvoleny imortalizované pigmentové
epitelidIni buriky sitnice (RTERT-RPE-1), z nichZ byly vytvareny linie s deletovanymi ptislusnymi proteiny
(RPE-1 KO) nebo linie tyto proteiny stabilné nadprodukujici. Pfiprava KO bunécnych linii vSak nebyla
Uspésna, jelikoz nebyly nalezeny Zadné klony s poskozenim cilovych gen(. Identicka strategie byla dfive
Uspésné pouzita k vytvoreni HelLa bunécénych linii s delecemi v MTMR9, MTMR8 a MTMR6 genech a
vyuzivala vystfizeni c¢asti exonu pfislusného MTMR pomoci dvou sgRNA, které byly kédovany

samostatnymi vektory.

Skutecénost, ze v linii RPE-1 nebyl nalezen jediny klon s deletovanymi MTMR geny, naznacuje, Ze tyto
buriky odpovidaji na dvouretézcové zlomy v genomu odlisSnym zplsobem. Hela burky coby nadorova
linie mohou mit méné ucinny mechanismus zajistujici opravy poskozeni DNA. Napftiklad v disledku
nadorové transformace doslo u téchto bunék ke ztraté funkéniho tumor-supresorového proteinu p53.
RPE-1 si zachovavaji p53 funkéni a delece nékterych gent u téchto bunék nevykazuje fenotyp, ktery byl
pozorovany u bunécné linie Hela. Pravé funkéni p53 zpUsobuje maskovani ¢i oddaleni nékterych
fenotypovych projevli prostfednictvim zpomaleni bunécného cyklu nebo aktivaci kontrolnich
mechanism( [124]. AvSak CRISPR/Cas9 knockout screening mezi RPE-1 WT a TP53 KO liniemi neukazuje
mezi burikami zasadni rozdily v efektivité deleci gend. Autofi ale zdUrazriuji, Ze pro Uspésné delece genl
v bunécnych liniich exprimujicich funkéni p53 je nutné presné navrzeni strategie zahrnujici vysokou
sgRNA reprezentaci, monoklondlni Cas9-exprimujici populace a vektory nesouci vice sgRNA [125].
Dals$im moznym vysvétlenim muze byt preference RPE-1 bunék vyuzivat NHEJ (nehomologni spojovani
volnych koncl) jako hlavni mechanismus opravy dvouretézcovych zlomU (DSB) DNA. Studie ukazuji, Ze
tyto bunky vykazuji nizkou Uroven homologni rekombinace, ktera je obecné presnéjsi a méné chybova
[126]. Na rozdil od toho NHEJ castéji generuje malé inzerce Ci delece, jeZ jsou obtizné detekovatelné
béZznou PCR zgenomové DNA [127], na kterou jsme se museli spolehnout kvili nedostupnosti
kvalitnich komercnich protilatek. V Hela bunkach, jejichz oprava DSB mUZe byt méné ucinnd, dochazi

ke vzniku vétsich deleci a inzerci, které je snazsi metodou PCR detekovat.

Pro tvorbu knockout variant v RPE-1 bunécné linie proto nelze vyuZit stejnou strategii jako u Hela
bunék. Moznym zpUsobem, jak vytvorit RPE-1 s deletovanymi MTMR9, MTMR8 a MTMR6 pomaoci

CRISPR/Cas9 strategie je pouZiti bunék endogenné exprimujicich Cas9 a vektory kdédujici vétsi pocet
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sgRNA na jeden cilovy gen. Pro zajisténi prikaznosti deleci pak bude vhodné nahradit PCR detekci
metodami, které umoZnuji zachytit i malé inzerce nebo delece. Napfiklad studie Zhang et al., 2015
vyuzivd metodu IDAA (detekce indeld pomoci analyzy Amplicon) s rozlisenim aZ na Urovni jednoho

nukleotidu [127].

Pomoci retroviralni transdukce se podafilo ziskat RPE-1 bunécné linie exprimujici EGFP nebo fuzni
proteiny MTMR9/8/6 s EGFP. U¢innost transdukce vyrazné klesala s délkou sekvence vkladané do
vektoru pMXs-Puro. Zejména vektor kédujici MTMR8-EGFP, obsahujici nejdelsi otevieny cteci ramec
(ORF) a tim i nejvétsi celkovou velikost konstruktu, vykazoval nejnizsi droven transdukce (Fig. 2). Tyto
vysledky ukazuji vyznamny vliv velikosti ORF na efektivitu retroviralniho prenosu. Retroviralni vektory
jsou z principu omezeny svou balici kapacitou (8 kb), ktera je dana fyzikalnimi limity sestavovani
virovych c¢astic. Pfi prekroceni této kapacity dochazi ke snizeni efektivity baleni a produkce infekénich
virovych ¢&3stic, coz vede k nizsi transdukéni ucinnosti. Naproti tomu lentivirové systémy poskytuji vyssi
balici kapacitu (10 kb), a jsou proto vhodnéjsi pro expresi vétsich ORF a fuznich proteinli [128]. Pro
budouci transdukéni experimenty s konstrukty kédujicimi fazni proteiny MTMR9/8/6 s EGFP by proto

bylo vhodné vyuziti lentivirovych systémf.

Z divodu dostupnosti jiz existujicich knockout variant MTMR9, MTMR8 a MTMR®6 byly pro optimalizaci
metodiky méreni pfijmu FITC-dextranu pouzity Hela buriky. Ziskand data naznacuji, Ze delece MTMR6
a MTMR9 vede ke snizeni internalizace FITC-dextranu jak ve standardnich, tak v hladovéjicich
podminkach. Hladovéni v EBSS zvysuje celkovy pfijem dextranu vSemi liniemi, pficemz u MTMR9
knockout bunék se v téchto podminkach rozdil oproti WT kontrolam dale zvétsuje (Fig. 3). Tyto vysledky
naznacuji moznou roli MTMR9 a MTMRG6 v regulaci endocytarnich procest a shoduji se s drivéjSimi

pozorovanimi pfijmu TMR (tetramethylrhodamine)-dextranu epidermoidnimi burikami A431 [86].

Je vsak treba zvazit, do jaké miry lze Hela burnky povaZovat za vhodny model pro studium
makropinocytézy. Na rozdil od RPE-1 bunék nejsou Hela prokazatelné makropinocyticky aktivni. U
nadorovych bunék obecné byvaji endocytarni drahy vyrazné narusené, coz vyustuje ke zménam
v bunécéné signalizaci, endozomalni recyklaci a ztraté polarity bunék [129]. To mlZe ovlivnit nejen
pfijem dextranu, ale i interpretaci role MTMR protein(l v téchto procesech. Z téchto zjisténi vyplyvaji
dvé neobjasnéné otazky: (i) do jaké miry je internalizace FITC-dextranu u Hela bunék zprostfedkovana
makropinocytézou a nakolik pfispivaji jiné endocytarni cesty; (ii) zda je role MTMR9 a MTMR6 pfi
regulaci prijmu dextranu nadorovymi burikami relevantni i pro fyziologicky fungujici makropinocytézu

v nenadorovych bunécnych liniich.

S ohledem na rozdily v endocytarni aktivité mezi nddorovymi a nenadorovymi liniemi je k témto datim

tfeba pfistupovat obezfetné a ovéfit pozorované efekty i ve fyziologickych systémech, jako jsou RPE-1
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buriky. Prestoze Hela burky nejsou idedlnim modelem pro studium makropinocytézy, zminéné
experimenty poskytly orientacni vhled do role MTMRs v endocytéze a umozZnily optimalizovat

podminky pro naslednd méreni v RPE-1 burkach.

RPE-1 jsou fyziologicky makropinocytujici bunky, které se experimentalné vyuzivaji pro studium tohoto
typu endocytézy [95, 96]. RPE-1 maji jasnou bunécnou polarizaci a vysoce dynamickou
cytoplazmatickou membranu vytvarejici membranova zvinéni bez jakékoli stimulace. Z téchto zvinéni
Ize pti svételné mikroskopii pozorovat tvorbu objemnych vackl (Fig. 4). Témito vacky RPE-1 ptijimaji
fluorescencné znaceny dextran jako makropinocytdrni naklad a v dfive publikované studii se jeho
pfijem podstatné snizil pouZitim inhibitoru makropinocytdzy EIPA [95]. Proto byly RPE-1 buriky zvoleny
jako model pro studium biologické funkce MTMR9, MTMR8 a MTMR6 v makropinocytéze.

V predchozich studiich autofi popisuji lokalizaci MTMR6 i MTMR9 do cytoplazmatické membrany a
uvadéji, Zze je pro jejich vazbu do CPM nezbytnd PH-GRAM doména [57, 58]. Maekawa et al., 2014
pozoruji lokalizaci MTMR9 a MTMR6 pfimo do membrdnové zvinéni epidermoidnich A431 bunék po
jejich stimulaci rGstovym faktorem [86]. Tato pozorovani jsou ovsem provadéna na fixovanych burikach
a postradaji nezbytné negativni a pozitivni kontroly, které by vyloucily moznost artefaktd. Takové
artefakty mohou vznikat fixaci a permeabilizaci bunék, nebo mohou byt dlsledkem pfitomnosti

cytosolického signdlu v membranovém zvinéni.

V této praci byla pouZita metoda , live-cell imaging”, kterd umoznuje sledovat subcelularni lokalizaci
fuznich proteind MTMR9-EGFP a MTMR6-EGFP v Zivych RPE-1 bunkach bez jejich predchozi stimulace.
Negativni kontrolu predstavovaly RPE-1 linie stabilné exprimujici samotny EGFP, pozitivni kontrolu pak
buriky tranzientné exprimujici konstitutivné aktivni variantu RAC1 (RAC1G12V), kterd je znama svou
schopnosti vazat CPM a indukovat vyrazné membranové zvinéni [130]. Kromé cytosolické distribuce
byla u MTMR9-EGFP i MTMR6-EGFP pozorovana akumulace signalu v perifernich oblastech bunék
vykazujicich zvysSenou membranovou dynamiku. Nicméné podobné hromadéni signalu bylo patrné jak
u samotného EGFP, tak u bunék exprimujicich RAC1G12V (Fig. 5). Sledovany jev proto nemusi byt
odrazem specifické lokalizace MTMR fosfataz do CPM, ale miZe souviset s pfitomnosti cytosolického

signalu v dynamickych membranovych strukturach.

Nelze vyloucit, Ze pozorovana akumulace fluorescence v oblastech membranového zvinéni spiSe odrazi
zvysenou tloustku cytosolu v téchto strukturach nez specifickou asociaci MTMR fosfataz s
cytoplazmatickou membranou. Indukce makropinocytézy rlstovym faktorem u A431 bunék, jak ji
popisuji Maekawa et al. [86], vede ke zvySené tvorbé membranovych zvinéni, coz muize ovlivnit

distribuci cytosolickych protein(i. Pozorovana akumulace MTMRs v téchto oblastech tedy nemusi nutné
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odrazet specifickou vazbu k cytoplazmatické membrané, ale spiSe prostorové zmény cytosolu v

dynamicky remodelovanych ¢astech buriky.

Tyto vysledky zpochybniuji dfive uvadénou membranovou lokalizaci MTMR6 a MTMR9 a poukazuji na
potfebu dalSich experimentl. Pro ovérfeni, zda jsou MTMR-EGFP proteiny skute¢né asociovany
s cytoplazmatickou membranou, by mohla byt vyuZita technika FRAP (obnoveni fluorescence po
fotovybéleni). Tato metoda umoziuje sledovat, zda EGFP znacené proteiny vykazuji po svém vybéleni
dynamiku odpovidajici volné difuzi v cytosolu, nebo zda obnova signalu odpovida procesim lateralni

difuze v CPM a reverzibilni asociace s membranou [131].

Pro zjiSténi biologické funkce MTMR fosfataz v makropinocytdze byl vyuzit fluorescenéné znaceny
dextran jako ndstroj pro kvantitativni sledovdni pfijmu extraceluldrniho materidlu. Zatimco
FITC-dextran poskytoval konzistentni vezikuldarni signal, pfi experimentech s dextranem
znacenym TRITC (tetramethylrhodamin-isothiokyandtem) byla kromé vezikularniho vzoru pozorovana
difuzni akumulace signalu v cytoplazmé (Fig. 7C-E). Ta muZe reflektovat nedokonalou konjugaci
fluorochromu k dextranu, pfipadné jeho uvolfiovani béhem intraceluldrniho zpracovani. Takovy jev
ztézuje rozliseni mezi vezikularnim pfijmem fluorochromu a jeho cytosolickou akumulaci, coz vyrazné

ovliviiuje interpretaci dat.

U malych, relativné lipofilnich molekul je mozny pasivni prlinik pres lipidovou dvojvrstvu a néktera
fluorescencni barviva maji urcitou pasivni permeabilitu. Mezi né patfi i rhodaminova barviva, véetné
rhodaminu-123, ktery mze difundovat skrze lipidové membrany pasivnim zplsobem. Rhodamin-123
prochazi nebunécénymi lipidovymi membranami béhem nékolika minut, pficemz limitujicim krokem je
preskok typu ,flip-flop”, ktery ndsleduje po navazani barviva na membranu [132]. Rychlost pasivni
permeabilizace zavisi na celkovych vlastnostech fluorochromd a liSi se mezi jednotlivymi

rhodaminovymi derivaty [133].

Rhodamin-123 pronikd i bunéc¢nou membranou a sekvestruje se, coZ vede k jeho hromadéni uvnitt
bunék ve vyssi koncentraci, nez je v okolnim médiu. Tento derivat jako volny vykazuje relativné nizkou
pasivni propustnost. Pfi koncentracich nad kritickou micelarni koncentraci (CMC) vSak vytvari parcialné
lipofilni molekuly rhodaminu-123 micely. Takto agregovany do micel ma vyrazné vyssi schopnost

pasivné difundovat skrze biologické membrany [134].

Podobné jako rhodamin-123 patfi i TRITC mezi rhodaminové derivaty a sdili s nim vysokou strukturni
podobnost. Je tedy pravdépodobné, Ze si zachovavd podobné chovani. Pokud neni TRITC efektivné
konjugovan s vétsi molekulou (napt. dextranem), mlze dochazet k uvolriovani volného fluorochromu

do média. Ten nasledné pasivné pronikd do bunék a intraceluldrné se hromadi. Takovy jev vyznamné
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narusuje funkénost znaceného dextranu jako analytického nastroje, zejména pfi pouZziti metod jako
pratokova cytometrie, kde nelze odlisit subcelularni lokalizaci signalu. Vhodnéjsim pfistupem je proto
vyuziti mikroskopickych metod spolu s Upravou obrazovych dat, ktery umozni odstranéni cytosolického

pozadi.

Aby bylo mozné urcit, zda je ptijem dextranu zprostfedkovan prevazné makropinocytézou, nebo i jinymi
endocytarnimi mechanismy, byla v dalSich experimentech makropinocytdza inhibovéna. Tento pfistup
mél pomoci objasnit, do jaké miry se na internalizaci extraceluldrniho materidlu podileji MTMR
fosfatazy specificky v kontextu makropinocytézy. V soucasné dobé neni zndm selektivni inhibitor
makropinocytézy. Pro blokaci tohoto bunécného procesu mohou byt pouzity inhibitory PI(3)K (napf.
LY294002 nebo wortmanin) nebo latky narusujici aktinovou dynamiku, jako je cytochalasin D [83, 103,
107]. Protoze jsou takové inhibitory znacné nespecifické, v soucasnych experimentech se jako nejvice

selektivni inhibitor makropinocytézy pouziva derivat amiloridu EIPA [95, 107, 135, 136].

Amilorid funguje jako inhibitor sodnoprotonovych transportér(i (Na*/H* exchangers; NHE). Pro zvyseni
efektivity a selektivity inhibitoru vici jednotlivym izoformam NHE byly vytvoreny syntetické derivaty
amiloridu. Mezi né patfi i EIPA, kterd vykazuje nejvyssi selektivitu vi¢i NHE1 [137]. NHE1 se nachazi v
cytoplazmatické membrané, kde umozZniuje export protonl z buriky a tim udrzuje stabilni pH
v submembranové oblasti. Blokace NHE1 Usti v lokdlni sniZeni cytosolického pH, coZ negativné ovliviiuje
aktivitu RAC1 a CDC42 monomernich GTPaz, které jsou klicové pro makropinocytézu. Podle autort
vede okyseleni cytosolu a s tim spojené snizeni aktivity RAC1 a CDC42 k omezeni rekrutace ARP2/3
komplexu pod CPM. Blokaci NHE1 inhibitorem EIPA tedy dochazi k snizeni aktinové polymerace a

makropinocytozy jiz ve fazi membranového zvinéni [136].

PFijem FITC- a TRITC-dextranu RPE-1 bunénymi liniemi v naSem pfipadé nepotvrdil snizeni pFijmu
makropinocytarniho nakladu v disledku plsobeni inhibitoru. Buriky osetfené EIPA o koncentracich
25-50 uM mély vyrazné snizenou vitalitu, schopnost tvofit velké, dextran pozitivni vacky si ovsem

zachovavaly (Fig 8C, D a Fig. 9).

Amilorid je fluorescenéni molekula, jejiz maximalni emise byla pozorovdna pfi 409 nm po excitaci
vinovou délkou 364 nm [138]. Jeho fluorescenéni spektrum se tak prekryva s jadernymi barvivy jako je
DAPI nebo Hoechst 33258. Derivat EIPA rovnéZz vykazuje vlastni fluorescenci, kterou lze vyuzit ke
sledovani jeho intracelularni akumulace. Maximalni fluorescence inhibitoru EIPA byla pozorovana pfi

excitaci okolo 390 nm s emisi na 420 nm [139].

Pti fluorescencéni mikroskopii Zivych RPE-1 bunék byla pozorovana vezikuldrni akumulace inhibitoru

EIPA, ktery kolokalizoval s TRITC-dextranem (Fig. 8A, B). U EIPA je podobny vezikuldrni vzor popsany ve
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studii zabyvajici se NHE1 inhibitory jakoZto potencidlnimi protinddorovymi lécivy. U bunék karcinomu
prsu se inhibitor hromadi ve vaccich v perinukledrnim prostoru a ¢astecné kolokalizuje s lysozomalnim
markerem LAMP-1 [139]. To podporuje hypotézu, Ze inhibitor EIPA vstupuje do bunék endocyticky a

zUstava uvnitt vackld i béhem jejich maturace a fuze s lysozomy.

Autofi dale popisuji vyrazné cytotoxické ucinky tohoto inhibitoru, které jsou multifaktoridlni a nezavislé
na inhibici NHE1l. OSetfeni bunék EIPA je spojeno s fragmentaci mitochondrii, reorganizaci
endoplazmatického retikula a Golgiho apardtu a rozsahlou vakuolizaci cytoplazmy, ktera souvisi s
paraptdzou. Na molekuldrni Urovni vede pridani EIPA ke zvySenému hromadéni markerl spojenych s
ER stresem, poskozenim DNA a omezenim autofagie. ZvySena aktivita ERK kinazy (extracelularnimi
signaly regulované kinazy), pozorovana po oSetieni timto derivatem amiloridu, pravdépodobné funguje

jako kompenzacni mechanismus branici EIPA indukované programované bunécné smrti [139].

Tyto vyrazné cytotoxické ucinky a komplexni ovlivnéni intracelularni signalizace poukazuji na
nevhodnost pouziti EIPA jako selektivniho inhibitoru makropinocytézy. Zmény v oblasti autofagie,
aktivity ERK kindzy a ER-stresu mohou prostfednictvim intracelularnich signdlnich drah ovliviiovat
makropinocytézu nezdvisle na inhibici NHE1. Vzhledem k témto limitacim je nezbytné hledat nové,
specifictéjsi a méné toxické inhibitory, které by umoznily presnéjsi studium tohoto procesu. Jednim z
nové popsanych inhibitorli membranového zvinéni a makropinocytdzy u rlznych bunéénych typl je
imipramin, ktery vykazuje ucinek bez cytotoxickych dopad(i a bez ovlivnéni jinych endocytickych drah

[135].

Vzhledem k nemoznosti urcit, zda je fluorescencné znaceny dextran v RPE-1 bunkach internalizovan
primarné makropinocytdzou, nelze pozorované rozdily jednoznacné interpretovat jako zmény
v makropinocytarni aktivité. Pro zjisténi biologické funkce MTMRs v pfijmu dextranu byly pouZity linie
RPE-1, které maji snizenou expresi prislusnych proteind. U RPE-1 bunék se snizenou expresi MTMR6 i
MTMR9 byl pozorovan mirné zvyseny pfijem FITC-dextranu ve srovnani s kontrolnimi burikami. Ackoli
rozdil nebyl statisticky vyznamny, pravdépodobné kvali nizkému poctu biologickych replikaci, trend byl
konzistentni napfi¢ vSemi tfemi experimenty (Fig. 6). Tyto vysledky nejsou v souladu s publikovanou
studii Maekawa et al. [86], kde knockdown MTMR6 nebo MTMR9 v epidermoidnich A431 burikach vedl|
k vyraznému poklesu prijmu TMR-dextranu. Autori na zakladé svych pozorovani vyvodili zavér, zZe je

enzymaticka aktivita MTMRG6 nezbytna pro spravny pribéh makropinocytézy.

Rozpor mezi obéma studiemi mlze mit nékolik vysvétleni. Vysledky mohlo ovlivnit pouziti odliSnych
bunécnych linii, jelikoZ je mozné, Ze rozdily v signalnich drahach a bazalni aktivité makropinocytozy
ovliviuji zavislost bunék na jednotlivych regulatorech. Makropinocytdza u epidermoidni linie A431 byla

stimulovana EGF. Naopak makropinocytdza RPE-1 bunék v této praci nebyla stimulovana rlstovymi
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faktory, protoze RPE-1 vykazovaly vysokou miru bazalni makropinocytdzy. RPE-1 burky byly navic

kultivovany v bezsérovém médiu, coz vedlo k jejich hladovéni.

Dulezitym faktorem, ktery mize prispivat k rozdildm mezi obéma studiemi, je rozdilna aktivita kinazy
mTOR v komplexu 1 (mTORC1; mechanisticky cil rapamycinu v komplexu 1), ktera je stimulovana v
pfitomnosti rlstovych faktorl prostfednictvim PI3K/AKT drahy [140]. Pro plnou aktivaci mTORC1 je
klicovy dostatek aminokyselin, jez jsou do burky dopravovany prostfednictvim makropinocytézy, ktera
je také stimulovana PI3K/AKT signalizaci [141]. Rlstové faktory tak aktivuji PI3K/AKT drahu, stimuluji
makropinocytézu a tim podporuji pfijem aminokyselin, coz dale posiluje aktivitu mTORC1. Aktivni
mTORC1 funguje jako nutri¢ni senzor a podporuje anabolismus a proteosyntézu. Na druhou stranu pfi
inhibici mTORC1 dochazi k znatelnému zesileni ptijmu extracelularniho materidlu makropinocytézou
[92, 142]. Kultivace bunék v hladovéjicich podminkach, bez pfitomnosti séra a rlstovych faktort, vede
k vyraznému poklesu aktivity mTORC1, coz makropinocytézu stimuluje [92, 143]. V podminkach
nutriéni deprivace a nizké aktivity mTORC1 slouzi makropinocytéza jako alternativni mechanismus
ziskavani Zivin, ¢imz prispiva k prezivani bunék a jejich rlstu [142]. Ve studii Maekawa et al. [86] byla
makropinocytéza u A431 bunék indukovana prfidavkem EGF, cozZ aktivuje PI3K/AKT drahu a zvysuje
aktivitu mTORC1. Naproti tomu byly RPE-1 bunky kultivovany v bezsérovém médiu a lze tak
pfedpokladat nizkou aktivitu mTORC1, coZ zvySuje bazalni droven makropinocytdzy. Tento rozdil v
signalizaci a nutri¢nich podminkach muze ovlivnit do jaké miry je aktivita MTMR6 a MTMR9 duleZita

pro regulaci pfijmu makropinocytarniho nakladu.

Ackoli aktualni data neumoznuji formulovat definitivni zavér, podporuji hypotézu, ze funkce MTMR6/9
v makropinocytéze mize byt kontext-dependentni a zavisla na typu bunék, urovni jejich stimulace a
dalSich faktorech, které ovliviiuji komplexni bunécnou signalizaci. Nase vysledky naznacuji, Ze snizeni
exprese MTMR6 nebo MTMR9 muZe vést ke zvyseni lokalni koncentrace fosfoinositidd, jako je PI(3)P
nebo PI(3,5)P,, coZ stimuluje pfijem makropinocytarniho nakladu. Z toho vyplyva, ze MTMR6 a MTMR9
mohou fungovat jako jemni modulatofi spiSe nez esencialni faktory makropinocytdzy. Z divodu
nedostatecné ucinného snizeni exprese MTMR8 nebylo moZiné ovérit jeho potencidlni roli
v makropinocytéze. Vzhledem k vysoké mire strukturdlni a funkéni podobnosti mezi ¢leny MTMR
podrodiny také nelze vyloucit moZnost kompenzace mezi jednotlivymi paralogy. Pro potvrzeni
specifické role MTMR6 v regulaci makropinocytdzy by proto bylo vhodné provést studie s vyuzitim

kombinovanych knockdown(, napt. MTMR6 s MTMRS.

Pro urceni vlivu MTMRs na pfijem dextranu byly ddle analyzovany RPE-1, které produkovaly tyto
proteiny ve zvyseném mnozstvi. Kvlli omezenim TRITC-dextranu byla provedena mikroskopicka analyza

RPE-1 bunék stabilné exprimujicich MTMR6/8/9-EGFP. Tyto linie vykazuji zvyseny pocet TRITC-dextran
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pozitivnich vacka na burku ve srovnani s kontrolnimi burikami exprimujicimi pouze EGFP, aniz by se
vyznamné lisila prdmérna velikost vacka (Fig. 8A, B). JelikoZz byly pouZité bunécné linie vytvoreny
transdukci za pouZiti konstruktl vedoucich k nadprodukci jednotlivych MTMRSs, Ize predpokladat, Ze se

pravé tyto proteiny na pozorovaném jevu podileji.

Jednou z moiZnych interpretaci dat je, ze MTMR6, MTMR8 a MTMR9 pfimo ovliviiuji tvorbu
TRITC-dextran pozitivnich vacka prostfednictvim makropinocytdzy. Zvyseny pocet téchto vackl v
takovém pripadé odrazi vyssi miru internalizace extraceluldarniho materidlu. Pozorovani, ve kterém
vedlo snizeni exprese MTMR6 a MTMR9 ke zvyseni pfijmu FITC-dextranu (Fig. 6) podporuji hypotézu,
Zze MTMR6 a MTMR9 stimuluji ptijem dextranu pti svém nedostatku i nadbytku. Podobné vysledky byly
popsany u MTMR9 v regulaci sekrece, kdy sniZeni i zvySeni jeho exprese vedly ke zpomaleni transportu
materidlu z ER k cytoplazmatické membrané [74]. To podtrhuje pfedstavu, Ze MTMR9 a jeho vazebni
partnefi plsobi jako jemni moduldtofi udrZujici kvantitativné stabilni miru urcitého bunécného
procesu. Optimalni hladina téchto proteinG se tak zda jako kli¢ova pro zachovani spravné dynamiky

intraceluldrniho transportu i makropinocytdzy.

Tento zavér je vsak problematicky, nebot samotnd pritomnost TRITC-dextran pozitivnich struktur
jednoznacné nevypovida o mechanismu jejich vzniku. Navic v experimentdlnich podminkach nevedlo
oSetfeni inhibitorem EIPA, béZné pouZivanym k inhibici makropinocytézy, k ofekdvanému potlaceni

pfijmu makropinocytdrniho nakladu.

Alternativnim vysvétlenim pozorovanych dat mlze byt, Ze MTMRs neovliviiuji primarné tvorbu
makropinocytarnich vacku, ale spiSe procesy spojené s jejich zrdnim a degradaci endocytovaného
materidlu. Naruseni fuze makropinozom( s lysozomy, zpomaleni jejich transportu nebo omezena
degradace muze vést ke zvysené retenci dextranu uvniti vackad, a tim i k vy$simu poctu detekovatelnych
struktur. PI(3,5)P, prostfednictvim svych efektor( reguluje flzi makropinozoma s lysozomy a post-fuzni
maturaci téchto kompartmentl [122, 144]. MTMRs jako lipidové fosfatazy, které snizuji hladiny PI(3)P
a PI(3,5)P,, tak mohou ovliviiovat jak dynamiku zrani vacka, tak jejich schopnost fuzovat. Napfriklad,
pokud by nadprodukce MTMR6, MTMR8 a MTMR9 vedla k akumulaci lysozomalnich struktur, mohlo

by to naznacovat jejich narusenou funkci nebo snizenou schopnost fuze.

Dextran o molekulové hmotnosti 40 kDa, na rozdil od vétsich (napf. 70 kDa), neni zcela selektivnim
markerem makropinocytdzy [145]. Dextrany o niz$i molekulové hmotnosti, napfiklad 10 kDa, jsou
povaZovany za obecny ndklad pro endocytarni drahy [146]. Proto nelze vyloucit, Ze nadprodukce
MTMRs ovliviiuje jiné typy endocytdz, jako je klathrin-dependentni nebo kaveolin-dependentni
internalizace. Napfriklad, indukce na klathrinu zavislé endocytdzy pfitomnosti transferinu jakoZto

ligandu vede k signifikantnimu narlstu poctu, ale i velikosti ¢asnych endozom(. Ke stejnému efektu
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dochazi v pfitomnosti EGF, jehoz receptory také interaguji s klathrin-asociovanym proteiny a po vazbé
ligandu jsou rapidné internalizovany [147, 148]. JelikoZ stimulace klathrin-dependentni endocytdzy
zvysuje pocet a velikost endozomd, jejich mnoZstvi mizZe byt ovlivnéno i dysregulaci této drahy. Pokud
je TRITC-dextran (40 kDa) internalizovan touto cestou a nadprodukce MTMRs klathrin-dependentni
drahu ovlivni, miZe dochazet k akumulaci TRITC-dextran pozitivnich vackd (> 200 nm) nezévisle na
makropinocytéze. Ackoli si RPE-1 buriky po osSetfeni inhibitorem EIPA naddle zachovdvaly schopnost
tvofit membranova zvinéni a makropinozomy, uvedeny mechanismus vysvétluje absenci inhibi¢niho

efektu.

Z téchto dlvodu nelze jednoznaéné urdit, zda pozorovany vliv MTMR9, MTMR8 a MTMRG6 spociva v
pfimé regulaci tvorby makropinozomu, nebo zda vyplyva z jejich vlivu na pozdéjsi faze endocytarniho
toku ¢i z poskozeni lysozomalni maturace a degradace. Pro potvrzeni role MTMRs v makropinocytéze
je potreba dalSich experimentl. Je nezbytné provést kolokalizacni analyzy s TRITC-dextran pozitivnimi
vacky a markery jednotlivych endocytarnich kompartmentd, zejména makropinozomu a lysozomd. Je
potfeba pouzit makropinocytdrni marker v podobé fluorescencné znaceného dextranu, ktery umozni
spolehlivé urcit celkové mnozstvi prijatého signdlu. Vhodnou moznosti je vysokomolekularni dextran,
ktery neumozni prijem fluorochromi mikropinocytickymi cestami. Pouziti funkéniho a selektivniho

makropinocytdrniho inhibitoru by rovnéz poskytlo cenné informace.

Souhrnné lze fict, Ze zvySeny pocet TRITC-dextran pozitivnich struktur mlze byt disledkem jak zvysené
makropinocytdzy, tak jiného typu endocytdzy, nebo poruch v ndsledné endo-lysozomalni maturaci. Aby
bylo mozné rozliSit mezi témito moZnostmi, budou nutné dalsi experimenty vyuZivajici specifické

markery, funkéni testy a inhibice jednotlivych drah.

6. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat potencidlni roli PI(3)P a PI(3,5)P,-specifickych fosfataz
MTMR9, MTMR6 a MTMRS8 v regulaci makropinocytézy u fyziologicky makropinocytujici lidské
epitelidlni linie RPE-1. Za timto Ucelem byla ovliviiovana exprese pfislusnych MTMRs pomoci vybranych
pristupt — knockout metodou CRISPR/Cas9, knockdown pomoci siRNA a retroviralni transdukce pro
zvySeni exprese. Zatimco se nepodafilo vytvofit knockout linie, snizeni exprese pomoci siRNA a stabilni
nadprodukce pomoci retrovirdlni transdukce byly UspéSné a poskytly funkéni modely pro dalsi
testovani. U téchto bunék byl sledovan pfijem fluorescen¢né znaceného dextranu jako modelového

makropinocytarniho nakladu.

Vysledky ukazuji, Ze snizeni exprese MTMR6 a MTMR9 vede k mirnému, ale konzistentnimu zvyseni

akumulace dextranu ve srovnani s kontrolni linii. Nadprodukce vSech tfi fosfataz vede k narlstu poctu

61



dextran pozitivnich vackd. Ackoliv role MTMR8 z(stava nejasna, data naznacuji, Ze mira exprese
MTMR6 a MTMR9 ovliviiuje prijem extracelularniho materidlu. Z dat v3ak vyplyva, Ze je jejich vliv na
makropinocytozu, respektive na pfijem fluorescencné znaceného dextranu, spiSe podplrny a Ze

MTMRs nejsou faktory zcela nezbytné.

Ziskané vysledky nejsou v souladu s predchozi studii (Maekawa et al., 2014 [86]), kde knockdown
MTMR6 a MTMR9 inhiboval ristovym faktorem stimulovanou makropinocytézu u nddorové linie A431.
V této préci byly pouZity nenadorové RPE-1 buriky kultivované v bezsérovém médiu bez stimulacnich
faktord. Na zakladé téchto rozdilli je mozné, Ze je role MTMR9 a MTMRG6 v makropinocytdze bunécné

nebo kontextové specificka.

Mezi limitace této prace patti predevsim technickd omezeni kvantifikace pfijmu fluorescenéné
znateného dextranu pomoci prdtokové cytometrie, kterd nemusi presné rozlisit mezi aktivni
endocytdzou a pasivnim prinikem. Inhibice makropinocytézy pomoci EIPA nevedla ke sniZeni pFijmu
dextranu, coZ zpochybnuje jeho Ucéinnost v daném modelu a nevylucuje podil jinych endocytarnich

mechanismu.

Do budoucna by bylo vhodné prekonat uvedené technické limity a prijem dextranu analyzovat
kombinaci pritokové cytometrie a mikroskopie Zivych bunék s pouzitim marker( jednotlivych
membranovych kompartmentd. Ddle by bylo zajimavé objasnit, na jaké udrovni pfijmu
makropinocytarniho nakladu vznika zvyseny pocet vackl obsahujicich dextran v burikdch s nadmérnou

expresi studovanych MTMRs a zda je tento fenotyp univerzalni.
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8. Prilohy

8.1. Seznam uvedenych videi s odkazem na online ulozZisté (Google Disk)
Vsechna videa uvedena v préci jsou uloZena ve spolecné sloZce na Google Disku: Pfiloha_videa

(https://drive.google.com/drive/folders/1G5laXYgkREXvK 6wmZLLAIKVABg6KGxb?usp=drive link).

Videa slouzi jako ilustracni doplnék. Pro sprdvné zobrazeni doporucuji stahnout a prehrat v pIné kvalité.

Primé prehravani mize byt zkreslené.

Video 1: Zobrazeni makropinocytdarni aktivity Zivych RPE-1 bunék pomoci svételné mikroskopie v
Sirokém zorném poli. Nestimulované RPE-1 WT byly kultivovany v DMEM+/+ a snimany svételnou
mikroskopii s frekvenci snimk( 2,26 s po dobu 9 min. Buriky maji vysoce dynamickou cytoplazmatickou
membranu, ze které se vytvari objemné vacky, coz naznacuje vysokou bazalni hladinu makropinocytozy

(https://drive.google.com/file/d/1ywMLxz9rnu-EZ6w2gDwf99JAArvx6nb3/view?usp=drive link).

Video 2: RPE-1 bunky stabilné produkujici MTMR9-EGFP. Signdl vykazuje prevainé cytosolickou
distribuci, dale se akumuluje v perifernich oblastech s intenzivni membranovou dynamikou

(https://drive.google.com/file/d/1LNIPfnr27aa818zVG2v7h7ZYAgHeCdQK/view?usp=drive link).

Video 3: Negativni kontrola — RPE-1 buriky stabilné exprimujici samotny EGFP, u nichz byla fluorescence
rovnéz patrna v oblastech membranového zvinéni

(https://drive.google.com/file/d/16kOQyBW4X17BgEH-R2g80zcSsbTamMHS/view?usp=drive link).

Video 4: Pozitivni kontrola — RPE-1 bunky tranzientné exprimujici konstitutivné aktivni variantu
RAC1(G12V)-EGFP s vyraznou akumulaci signalu v dynamickych perifernich oblastech
(https://drive.google.com/file/d/1klmjsDU 26wV0oPT-A5RdF4tR6t8VAAW /view?usp=drive link).

8.2.Seznam pouzité literatury (reference) v RIS formatu

Nahrano jako samostatny soubor (Pfiloha k praci).
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