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Abstrakt

Ze soucasnych reviews na téma ,,buné¢na signalizace béhem neuroregenerace® se G-proteiny
opakované objevuji jako vyznamny zprostfedkovatel signalu. Tato prace si stanovila za cil
zjistit v jaké mife souvisi malé G-proteiny s regeneraci nervové tkan¢ a jakymi molekularnimi
mechanismy dochdzi k indukci regenerace. V textu jsou do SirSiho spolecenského kontextu
uvedeny patologie nervové soustavy, které jsou zplsobeny traumaty nebo
neurodegenerativnim onemocnénim. Stézejni cCasti textu je popsani principu fungovani
jednotlivych rodin malych G-proteintl a jejich vlivu na obnovu nervové tkané. Tato prace
ukazuje, ze malé GTPazy jsou pro neuroregeneraci opravdu klicové a poukazuje na jejich
znacny terapeuticky potencial.

Klicova slova: neuroregenerace; mala GTPdza; maly G-protein; Ras; signdlni systémys;
neurodegenerace

Abstract

G-proteins repeatedly seem as significant signal mediators according to actual ,,cellular signal
during neuroregeneration* reviews. This thesis aimed to find out how much small G-proteins
correlate with neural tissue regeneration and which molecular mechanisms induce the
regeneration. The thesis mentions pathologies of nervous system which are caused by traumas
or neurodegenerative diseases in wider social perspective. Pivotal part of the text describes
principles of functioning for each small GTPase family and its involvement in nervous tissue
repair. This thesis demonstrates crucial role of small GTPases in neuroregeneration and points
to considerable therapeutic potential of these GTPases.

Key words: neuroregeneration; small GTPase; small G-protein; Ras; signal systems;
neurodegeneration



Seznam pouzitych zkratek

ZKkratky s pouzivanym ¢eskym piekladem

AD

ALS

AMPA

AP

BDNF

COPI/II

CNS

DRG

EE

ERK1/2

FD

GA

GAP

GDI

GDP

GEF

GPCR

GTP

HDAC

LE

MANF

Alzheimerova choroba (Alzheimer disease)

Amyotroficka lateralni skler6za
a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionova kyselina
Adaptorovy protein

Mozkovy neurotrofni faktor (Brain-derived neurotrophic factor)
Komplex obalového proteinu (Coat protein complex)

Centralni nervova soustava

Zadni koten misni (Dorsal root ganglion)

Casny endozom (Early endosome)

Kinaza regulovana mimobunécnym signalem (Extracellular signal-
regulated kinase)

Frontotemporalni demence

Golgiho aparat

Protein aktivujici GTPazu (GTPase activating protein)
Disociac¢ni inhibitor guaninovych nukleotidi (Guanine nucleotide
dissociation inhibitor)

Guanosin difosfat

Faktor pro vyménu guaninovych nukleotid (Guanine nucleotide
exchange factor)

Receptor sptazeny s G-proteinem (G-protein coupled receptor)
Guanosin trifosfat

Histondeacetylaza

Pozdni endozom (Late endosome)

Neurotrofni faktor odvozeny z astrocytii mezimozku (Mesencephalic

astrocyte-derived neurotrophic factor)



MEK

NMDA

NTF2

PCD

NCAM

NGF

PD

PI3K

PI4P5K

PIP2

PKC

PM

PNS

RCCl1

RE

RGC

RNA

ROCK

RTK

TGN

Kindza mitogeny-aktivované proteinkinazy
N-methyl-D-asparagova kyselina

Jaderny transportni faktor (Nuclear transport factor 2)
Programovana bunécna smrt (Programmed cell death)

Nervova bunécna adhezni molekula (Neural cell adhesion molecule)
Nervovy ristovy faktor (Nerve growth factor)

Parkinsonova choroba (Parkinson disease)
Fosfatidylinozitol-3-kin4za

Fosfatidylinozitol-4-fosfat-5-kinaza

Fosfatidylinozitolbisfosfat

Proteinkinaza C

Plazmatickd membrana

Periferni nervova soustava

Regulator chromozomové kondenzace — RanGEF (Regulator of
Chromosome condesation)

Recyklujici endozom

Retinalni gangliova buiika (Retinal ganglion cell)
Ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)

Kindza asociovana s Rho (Rho associated protein kinase)
Tyrozinkindzovy receptor (Receptor tyrosin kinase)

Trans-Golgiho sit’ (Trans-Golgi network)

Zkratky bez pouZivaného ceského prekladu

ASAP1

BICDRI1

C3

CAS

Adenosine diphosphate ribosylation factor guanylate kinase 1
Bicaudal-B-related protein 1
Complement component 3

Cellular apoptosis susceptibility



CRM1 - Chromosomal maintenance 1

EHD1 — EH domain-containing protein 1

EEAI — Early endosome antigen 1

GBF-1 — Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor
HOPS — Homotypic fusion and protein sorting

HTT — Huntingtin

IGF-1 — Insuline-like growth factor 1

JNK — c-Jun N-terminal kinase

JRAB - Junctional Rab13-binding protein

LMTK1 - Lemur tyrosine kinase 1

LRRK2 - Leucine-rich repeat kinase 2

MARCKS - Myristoyled alanine-rich c-kinase substrate
MICAL - Molecule interacting with CasL 1

PAK — p21 activated kinase

PTEN — Phosphatese and tensin homolog

RCP — Receptor component protein

SRF — Serum response factor

TBCD — Tubulin-specific chaperone D

TDP-43 - TAR DNA-binding protein 43

TI-VAMP - Tetanus neurotoxine-insensitive vesicle-associated membrane protein
VAP — VAMP-associated protein

WASP — Wiskott-Aldrich syndrome protein

WAVE - WASP-family verprolin-homologous protein
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1 Uvod

Nervova soustava je diky svému fidicimu postavenim ve fyziologii organismu velmi
komplexni, ¢emuz také odpovidd nutny trade-off mezi zvySovanim schopnosti nervové
soustavy a zachovanim jeji stability. Na zaklad¢ toho ptevladaji v prostfedi CNS inhibitory
plasticity, které omezuji jeji regeneraci, zatimco u PNS, kde neni potfeba zvySovani
schopnosti, pfevladaji stimulatory plasticity usnadnujici regeneraci (Nagappan et al., 2020).

To vysvétluje velmi vysoky podil tspésné zotavenych pacientd po urazech PNS,
zatimco urazy CNS zanechévaji u vice nez tfetiny pacientl trvalé ¢i dlouhodobé nasledky.
Takto znacny podil trvalych postizeni CNS a soucasné¢ alarmujici narast poctu lidi trpicich
neurodegenerativnimi onemocnéni vede védce k intenzivnimu zkouméni rozliénych moznosti
neuroregenerace. Jako velmi nadéjna metoda pro 1écbu patologii nervové soustavy se ukazalo
cileni na malé G-proteiny a jejich kaskady.

Malé G-proteiny Ras jsou intenzivné zkoumany od 60. let minulého stoleti (Harvey,
1964). Super-rodina malych GTPaz se dale déli do péti vzdjemné podobnych rodin, které pres
své rozmanité funkce vSechny funguji jako ,,molekuldrni spinac®. Tyto velmi malé proteiny
zprostiedkovavaji v bufice prenos signalu, jenz Usti v bunécny rust, piestavbu aktinového ¢i
mikrotubularniho cytoskeletu nebo v zamezeni apoptdzy. Také urcuji identitu organel a
ucastni se regulace exocytotického, endocytotického i1 jaderného transportu. Samotné malé
GTPazy jsou regulované svymi GEF, GAP a GDI, pficemzZ tyto regulacni molekuly jsou
mnohdy spole¢né pro n€kolik GTPaz, ¢imz dochézi k caste¢né konvergenci signalnich drah.
Konvergenci lze vysledovat i na urovni efektorii. Tyto skutecnosti ¢ini studium Ras GTPaz
patfi¢né naro¢nym a spousta z Ras proteinli jesté neni zdaleka tak prozkoumana, jak by si
zaslouzila. Z vysledkii vyzkumi Ras proteini je zietelnd jejich kli¢ova role
v neuroregeneraci, v niz riznymi zpusoby figuruji vSechny rodiny téchto proteind. Ras

GTPézy nabizi znacny potencial pro terapeutické vyuziti, jenZ by nemél byt promrhan.



2 Neuroregenerace

Neuroregenerace je komplexni déj vedouci k obnové nervové tkan¢ a funkcnosti.
Vyznam tohoto déje je zfejmy pii Grazech, ale i pii neurodegenerativnich onemocnénich.
Oboji ma pfitom rizné veliké dopady na fyzické a mentalni zdravi jedince a jeho okoli.
Znacné jsou také ekonomické a persondlni ndklady souvisejici s 1écbou a opétovnym
zaClenénim jedince do spolecnosti. Dopady na vySe zminéné se 1isi v zavislosti na druhu
poskozeni, UspéSnosti nebo neuspésSnosti regenerace a také na dobé trvani regenerace.
Z téchto divodi je neuroregenerace jiz nékolik dekad stile aktudlni téma i pies mnohé

vyznamné uspéchy na tomto poli.

2.1 Patologické stavy
2.1.1 Traumata

Pti urazech CNS byvaji nasledky neziidka devastujici. Celosvétova incidence urazt
michy je podle souhrnné studie 105/milion obyvatel, ztoho polovina zranéni si vyzada
operaci. Nej€astéjSimi pfi¢inami pfitom jsou autonehody a pady osob (Kumar et al., 2018).
Podle statistik z USA je incidence trvalého poskozeni michy 40/milion. Za povSimnuti také
stoji, Zze aCkoliv pacienti sva zranéni preziji, jejich o¢ekavany veék doziti se snizuje i o nékolik
desetileti (National Spinal Cord Injury Statistical Center, Birmingham, Alabama, 2012).
Oproti tomu incidenci poranéni mozku uvadi jina souhrnné studie 3000/milion obyvatel, pfi
zapocitani nehlaSenych ptipadi jejich odhad roste az na 6000/milion (Cassidy et al., 2004).
K podobnému zavéru u hlasenych ptipadt dospéli i vyzkumnici v aktudlng€jsi souhrnné studii.
Incidence traumatu mozku podle nich ¢ini 2600/milion. Jako hlavni pfi¢iny Urazi byly
oznaceny pady osob a autonehody (Peeters et al., 2015). Incidence dlouhodobého poSkozeni
mozku v USA ¢ini 1100/milion (Zaloshnja et al., 2008). Poranéni mozku jsou mnohonéasobné
Castéj$i nez poranéni michy. NejCastéjSimi pricinami poranéni CNS jsou autonehody a pady.
Zhruba tfetina téchto poranéni zanecha dlouhodobé nebo trvalé nasledky.

Schopnost regenerace CNS se navic starnutim snizuje (Wang et al., 2007). Misni
axony vSak mohou dorlst. Zalezi pfi tom na vzdalenosti poranéni od matefského ganglia,
ktera je nepiimo umérna uspesnosti zahojeni (Richardson et al., 1984). Bylo zjisténo, Ze pti
poranéni misni axony neodumiraji, ale atrofuji. Diky tomu lze obnovit jejich funkei 1 dlouho
po urazu (Kwon et al., 2002). Z dalSich studii vyplynulo, Ze i mozkova tkan muze byt po

traumatu ur€itym zplisobem obnovena. Nicméné zékladnim ptfedpokladem zlstava akutni



chirurgickd péce po urazu. I presto dochazi k masivnimu umrti bun€k a pozdéjSimu omezeni
funkci (Galgano et al., 2017).

Traumata koncetin zpravidla nebyvaji pro PNS devastujici. To je déno ulozenim
nervové tkané v koncetinach, jeji anatomii a pomérné vysokou schopnosti obnovy
(Richardson et al.,, 1980). Zrozsahl¢ studie vyplynulo, Zze hospitalizovani pacienti
s traumatem koncetin méli posSkozenou PNS v 1,6 % piipadi. K poSkozeni nervi doslo
nejcastéji pfi rozdrceni koncetin (Taylor et al., 2008). U vétSiny pacienti lze napravit
poskozenou nervovou tkan, jako nelécitelné se Grazy ukazaly byt u 2,5 % pacientd. Ocekava
se, ze procento uspésnosti zakrokl se bude zvysSovat s pokroky na poli tkanového inzenyrstvi
(Scholz et al., 2009). 1 pfes vysoké procento uspeSnosti je chirurgickd néprava nervi
metody, pii které se opétovné propojily obé ¢asti poSkozeného nervu, se nyni zacind bézné
uzivat metoda transferu nervu — pienos nervu z darcovské tkdné na tkan ptijemce (Moore,

2014).

2.1.2 Neurodegenerativni onemocnéni

S rapidnim ndrGstem primérného veéku doziti narGsta 1 pocet lidi trpicich
neurodegenerativnimi onemocnénimi. Pfi téch dochazi v mozku ke ztraté neuroni a synapsi.
Mezi tato onemocnéni spadd, krom¢ dobie znamé Alzeheimerovy choroby (AD) a
Parkinsonovy choroby (PD), také napiiklad amyotroficka laterdlni skler6za (ALS),
frontotemporalni demence (FD), supranukledrni paralyza, kortikobazalni degenerace,
demence s Lewyho télisky, mnohocetnd systémova atrofie a Huntingtnova choroba. AvSak
prvni dvé vySe zminénd onemocnéni jsou nejrozsifenéjsi, a proto se jim dale budu vénovat.

Alzheimerova choroba je onemocnéni charakteristické postupnym sniZovanim
kognitivnich a pamét'ovych schopnosti. V termindlni fazi jsou lidé trpici AD odkazéani na péci
druhych. V roce 2011 trpélo timto nejrozsifen€j$im druhem demence celosvétoveé 24 milioni
lidi, pti¢emz podle odhadl se pocet kazdych 20 let zdvojnasobi (Reitz et al., 2011). Podle
srovnavaci studie z roku 2019 touto chorobou trpi v Ceské republice zhruba 150.000 lidi, coz
odpovida prevalenci 1,5 %. Vyzkumnici vypoéetli, ze v Ceské republice bude v roce 2050
takto postizeno 280.000 lidi. V souznéni s piedchozi studii vyplyva, ze pocet nemocnych se
rapidné zvySuje po 70. a 80. roku zivota (Jean Georges, 2019; Reitz et al., 2011).
V soucasnosti jiz existuji metody, jak detekovat budouci nastup AD. Pomoci testti funkénosti
vizuélni paméti lze predikovat onemocnéni az 15 let pied jeho nastupem (Kawas et al., 2003).

Pro diagnostiku je nicméné rozhoduji nalez AB-lozisek, ktera znaci plak v podobé proteinti
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amyloidu P. Loziska se anterogradné¢ rozrlstaji a tim soucasné¢ vzrustd 1 zavaznost
onemocnéni. (Thal et al., 2002). V soucasnosti neexistuje zpisob jak vylécit AD, existuji
pouze léky zmirnujici negativni dopady na nemocného. K tomu se pouziva inhibitor
cholinesterazy a memantin, pfi¢emz ani kombinace téchto 1€kt nepiidava zadné benefity
(Porsteinsson et al., 2008).

Hlavnim rysem Parkinsonovy choroby je progresivni snizovani motorickych funkei.
To se projevuje tfesem, zhorSenou chiizi, pady, nestabilitou nebo tieba zhorSenim psani a feci
(Jankovic and Kapadia, 2001). Po Alzheimerové chorobé je PD druhym nejrozsifenéjSim
neurodegenerativnim onemocnénim (de Lau and Breteler, 2006). Prevalence se 1isi podle
nékolika faktort. Hlavnimi faktory jsou geografie a s ni souvisejici vystaveni se toxickému
prostiedi, genetické predispozice a psychicky stav. Do 70 let ¢ini prevalence 0,5-1 % a u lidi
starSich 80 let se prevalence postupné navySuje az na 1-3 % (Tanner and Goldman, 1996).
Prave kviili rozdilnosti metodik a roztfiSténosti dat je pro zjisténi skutecné sveétové prevalence
zapotifebi  rozsdhlé¢, dlouhodobé studie sjasn¢ danymi diagnostickym  kritérii,
standardizovanymi daty a kontrolni populaci ke srovnani (Muangpaisan et al., 2011). Jako 1¢k
na potlaceni symptoml a zpomaleni priibéhu nemoci se v soucasnosti pouziva predevsSim
Levodopa (Fahn et al., 2004). Na Levodopu se vSak postupem ¢asu tvofii rezistence a snizuje
se senzitivita odpovédi. Z tohoto divodu se doporucuje starSim pacientim voperovat
implantat, ktery stimuluje neurony hlubokého mozku, ¢imz také velmi ucinné potlacuje

symptomy PD (Tir et al., 2007).

2.2 Pribéh neuroregenerace

Nervova soustava se vyvinula tak, Ze musi byt schopna balancovat mezi zvySovanim
schopnosti organismu a zachovanim své stability. Pro zachovani stability je plasticita NS
inhibovana extraceluldrnim prostfedim a nitrobunénymi faktory. Tyto inhibitory se nasledné
pii patologii NS stavaji brzdami, které leckdy 1 kompletné znemozni regeneraci. VNS se
ovSem nachdzi i stimulatory. Podil mezi témito brzdami a stimulatory neuroplasticity je mezi
CNS a PNS odlisny. Jelikoz u PNS je zredukované rozsifovani svych schopnosti, nachéazi se
tam pfedevSim stimulatory. V CNS pievazuji inhibitory plasticity, aby byla zachovana
stabilita. Oba typy NS se tak nachazi v rovnovaze (Nagappan et al., 2020).

Systém regenerace v PNS je nasledujici. Distdlni, oddélena ¢ast axonu podstupuje
Wallerianskou degeneraci — proces, pii némz je odstraiovan posSkozeny myelin. Zaroven jsou
do mista chemoatraktanty lakdny imunitni bunky, pfedev§im makrofagy (Namikawa et al.,

2006). Imunitni buiiky (neutrofily, makrofagy, dendritické buniky) maji v prvnich hodinach a
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dnech po zranéni zésadni vliv na regeneraci (Serpe et al., 2002). Makrofagy moduluji
Schwanovy buiikky na opravné Schwanovy buiky, sekretuji velké mnozstvi rdstovych a
regeneraCnich faktord, cytokinli a extracelularni matrix (Perry et al., 1987). Thned po
poskozeni axonu dojde k vyliti Ca2+ do axoplazmy (Ziv and Spira, 1997), coz indukuje
piemény v cytoskeletu a tvorbu rastového kuzelu (Kamber et al., 2009). Zaroven je tak po
ptichodu véapnikové viny do téla neuronu ovlivnéna genové exprese (Cho et al., 2013). Na
zakladé¢ téchto signall je syntéza proteinti piesunuta do mista poskozeni, kde tak dochazi ke
zvysené lokalni translaci (Taylor et al., 2009).

Ditlezitou roli béhem regenerace hraji Schwanovy bunky. Ty produkuji znacné
mnozstvi proteinti extracelularni matrix, pfedev$im laminin a fibrinonektin, které retrogradné
znaci cestu od poskozenych axont k t€lu neuronu (Bailey et al., 1993). Poté, co je vyznacena
cesta, vyzaduji axony pomocné faktory, které navedou materidl ur¢eny k opravé do mista
zranéni. To fe$i znovu Schwanovy buiilky, které zvysi expresi adheznich proteinti a kadherint,
zejména adheznich molekul nervové bunky (NCAM) a N-kadherinu (Thornton et al., 2005).
Dalsi regeneracni mechanismus spoc¢iva ve schopnosti Schwanovych bunék sekretovat béhem
poranéni neurotrofni faktory — mozkovy neurotrofni faktor (BDNF), cilidrni neurotrofni faktor
(CNF) a glialni neurotrofni faktor (GDNF) (Frostick et al., 1998). Obdrzeni neurotrofnich
faktorti umoznuje poskozené bunce zapocit regeneracni program, jehoz vysledkem je ristovy
kuzel. Neurotrofni faktory maji poté za tikol spravné navést rastovy kuzel. Adhezni molekuly
produkované Schwanovymi buiikami se shlukuji s adheznimi molekulami rastového kuzelu a
naviguji ristovy kuzel az k mistu zranéni. Idedlné pak dochazi k tvorbé nové synapse
(Steward et al., 2012).
vyznacuje piitomnosti gliovych bunék namisto Schwanovych. Pii poSkozeni totiz vytvoii
gliové buiky z extracelularni matrix nepropustnou jizvu, ve které se vyskytuji molekuly
inhibujici regeneraci (McKeon et al., 1991). Oligodendrocyty, které pii zranéni zemftou, jiZ
nejsou obnoveny na rozdil od Schwanovych bunék, které v PNS po zranéni znovu proliferuji
(Grossman et al., 2001). Je dobré pfipomenout, ze pfi smrti neuronli jsou také Castecné
poskozena synapticka propojeni blizkych ¢i vzdéalenych neuronii. Rozsah napravy poskozeni

CNS miiZe byt tedy vétsi, nez se na prvni pohled mize zdat.



3 Monomerni G-proteiny a jejich receptory

Prvni zminky o monomernich G-proteinech pochazi z 60. let 20. stoleti, kdy byl
pozorovan sarkom v mysi Slase. Ve tkani byly nalezeny protoonkogeny Ras, které byly
indukovény retrovirem, a tak byla role Ras ddvana do souvislosti s ristem (Harvey, 1964).
Pozd¢ji se Ras proteinim v lidském téle zacala pfisuzovat role mitogenu (Kamata and
Feramisco, 1984). Ras byl prvnim objevenym proteinem tohoto druhu, a proto se super-rodina
funkéné a sekvencné podobnych proteinii jmenuje po ném (Wennerberg et al., 2005).
Sekvenéni shoda se nalézd predevSim v doméné vazajici guonosin trifostat (GTP), a to ve
ttech danych elementech: aminokyseliny GXXXXGK, vmezefeni 40-80 (nebo 130-170)
aminokyselin, sekvence DXXG a vmezeteni 40-80 aminokyselin pfed NKXD (Dever et al.,
1987). Do super-rodiny Ras nalezi kolem 170 proteind, které jsou evolu¢né fazeny do péti
rodin (Wennerberg et al., 2005). Jednotlivym rodinam se budu konkrétnéji vénovat v dalsich
podkapitolach — Ras, Rho, Rab, Arf a Ran.

Monomerni G-proteiny jsou velmi malé enzymy, které slouzi pfedevsim k transdukci
signdlu. Tyto enzymy patii mezi hydroldzy, coz znamend, Ze protein S$tépi svilj substrat.
V tomto ptipad¢ se jedna o GTPazy a substratem je GTP. Jak jiz nazev napovida, funkéni
jednotky komplexu se skladaji pouze z jedné domény, ta je vSak funkéné¢ homologicka alfa
podjednotce trimernich G-proteind.

G-protein v bunikdch slouZi jako ,,molekularni spinac*, ktery se vZdy nachazi v jednom
ze dvou nasledujicich stavi. Pii vazbé s GDP je v inaktivnim stavu a nepienasi Zadny signal.
V inaktivnim stavu se také nachazi, pokud je na néj navazan inhibitor guaninovych nukleotida
(GDI) — poté je inertni vic¢i prichozim signalim. Monomerni G-protein se stava aktivnim,
kdyZ je aktivovan svym faktorem pro vyménu guaninovych nukleotidii (GEF), pfi¢emz pfi
aktivaci dochazi k odstépeni guanosin difosfatu (GDP) a vyméné za GTP. S navazanym GTP
piedavd G-protein signal svému efektoru, ktery se nachizi downstream v signalizacni
kaskadé. Po pfedani signélu je tfeba signalizaci pieru$it a vratit G-protein do inaktivniho
stavu, aby mohl v pfipadé potfeby piedat dalSi signal. K tomu je G-protein katalyzovan
proteinem aktivujicim GTPazu (GAP), ¢imz dochazi k hydrolyze GTP na GDP a pyrofosfat
(P1) a také k odstépeni od svého efektoru. Takto doslo k resetovani a G-protein se tedy znovu

nachazi v inaktivnim stavu s navazanym GDP (Obr. 1) (Cherfils and Zeghouf, 2013).
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Obr. 1 Cyklus aktivace a inaktivace monomernich G-proteinii

3.1 G-proteiny Ras a tyrozinkinazové receptory

Jednim z prvnich momentii, kdy se potvrdila souvislost Ras proteinti s nervovou
diferenciaci, byla injekce Ras onkogenu do zivych nadorovych bunc¢k mysi. Pfi injekei doslo
k diferenciaci do nervovych bun¢k (Bar-Sagi and Feramisco, 1985). Protein Ras p21 ptidany
do cytoplazmy embryondlnich nervovych bun¢k zvysil miru pfeziti bunék a rlst axoni —
dokonce i pfi absenci nervového rastového faktoru (Borasio et al., 1989).

Bunéénym receptorem pro aktivaci Ras proteint je obvykle tyrozinkinazovy receptor
(RTK) prochazejici skrze plazmatickou membranu. Samotny G-protein je lokalizovan na
vnitini — cytosolické strané membrany. Pii vazbé s GDP je propojen se svym receptorem a
nepiendsi zadny signal. Pokud dojde k zachyceni ligandu na RTK, nastava autofosforylace a
dimerizace RTK. Poté dochazi k navdzani SH2 domény adaptorového proteinu na
cytoplazmatickou doménu RTK. Na SH3 doménu adaptorového proteinu se nasledné vaze
GEF a dochazi tak k aktivaci Ras. G-protein se poté odpouta od receptoru a vazbou na efektor
pokracuje v predavani signalni kaskady, ktera nasledné sp&je k syntéze druhych posli.
V névaznosti na to je Ras resetovan svym GAP (Hennig et al., 2015). Tato rodina ¢itad kolem
40 strukturné podobnych proteint. Béhem zkoumani byly objeveny dvé€ hlavni kaskady, které

ptedavaji signaly pro preziti a diferenciaci downstream od RTK.



3.1.1 Signaly pro preziti, nervovou diferenciaci

Prvni kaskdda od RTK za¢ina G-proteinem Ras. B-Raf, ktery je aktivovan proteinem
Ras, hraje roli v pteziti senzorickych neuroni a motoneuroni béhem embryonalniho vyvoje
(Wiese et al., 2001). Ackoliv B-Raf a C-Raf figuruji v predavani signalu pro pieziti, nejsou
pfimo zivotné dilezité. Pii jejich knockoutu doslo ke zhorSeni vyvoje a arborizace neuront,
ale nedoslo k apoptoéze (Zhong et al., 2007). Role B-Raf v nervové soustavé tedy spociva
piedevsim v spravné diferenciaci oligodendrocyti, myelinizaci neuronii a v zajiSténi
spravného umisténi hipokampalnich a mozeckovych neuront (Galabova-Kovacs et al., 2008;
Pfeiffer et al., 2013). Raf ve své kaskad¢ aktivuje MEK1/2, které nasledné aktivuje ERK1/2.
Pfi navozeni vyssi exprese ERK1/2 se podatilo zvysit pfeziti retindlnich gangliovych bunék,
které jinak odumiraji pfi onemocnéni zelenym zakalem (Zhou et al., 2005). Tato draha tedy
zajiSt'uje preziti vybranych neurondlnich populaci a diferenciaci gliovych bunék.

Dalsi signalni drdha downstream od RTK poc¢ind aktivaci fosfatidylinositol-3-kindzy
(PI3K). PI3K je kriticka pro pieziti sympatickych neuronti, pfi¢emz vyznamnégjsi vliv ma
pfedevsim na neurony se vzdalenéjSimi axony (Kuruvilla et al., 2000). Kaskada od PI3K ale
neni jedina draha zajiSt'ujici pfeziti neuronu. Synergicky se pfi tom dopliiuje s proteinkinazou
C (PKC), ktera inhibuje proapopticka téliska a zabrafiuje tak smrti neuronu (Pierchala et al.,
2004). U PNS je situace obdobna, kdy rustovy faktor IGF-I spousti drahu PI3K/AKT
zabranujici apoptoze (Leinninger et al., 2004). Stejna draha zajist'uje vétveni dendritl a preziti
neuronl v neokortexu (Chan et al., 2011). PI3K/AKT draha usti ve tvorbu Bcl-xL a Bcl-2
proteinli, jez napifimo inhibuji proapoptické proteiny nachézejici se v mitochondridlni
membran¢ (Orike et al., 2001). Je patrné, ze signalni dréha PI3K hraje dllezitou roli v preziti
vSech neurondlnich populaci, zatimco role Raf drahy je pro pfeziti spiSe minoritni a vyuzivaji

ji jen nékteré neurondlni populace (Obr. 2). Ras proteiny jsou téZ vyznamnymi mitogeny.
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Obr. 2 Tyrozinkindzovy receptor, signalni kaskdady Ras a PI3K a jimi indukované zmény
v nervové burice (Toss and Cristofanilli, 2015)

3.1.2 Ochrana axonu

Transgenni aktivace Vall2-Ha-Ras indukovala u mySsi hypertrofii pyramidéalnich
neuronil v kortexu a hipokampu, zaroven také spustila neuroprotektivni mechanismy a
vyznamn¢ zredukovala neurodegeneraci (Heumann et al., 2000). V dalsi studii bylo objeveno,
ze stejny protein Vall2-Ha-Ras zvySuje absolutni pocet synaptickych propojeni
hipokampalnich neuronti (Gértner et al., 2004). Neuroprotektivni ucinek u syn-Ras mys$i
(genotyp s trvale aktivovanym proteinem Vall2-Ha-Ras) byl také zpozorovan pii zvySeni
oxidativniho stresu, cemuZz byvaji savci vystaveni okamzité po porodu (Felderhoff-Mueser et
al., 2004). Na syn-Ras mysich byla také ovéfovana schopnost regenerace. Po urazu hlavy u
nich byla zaznamenana zvySend odolnost nervll a rychlejsi bujeni poskozenych axontl, coz
vyustilo v ucinngjsi regeneraci CNS (Makwana et al., 2009). Ochranu axoni pfed oxidativnim
stresem rovnéz navysila inhibice histondeacetylazy HDAC6, kterou podrobnéji rozebirdm

v dalsi ¢asti (Rivieccio et al., 2009).

3.1.3 Ruist a regenerace axonu

Ras miize ovlivnit riist axont dvéma zplisoby zavislymi na aktivovaném efektoru. Pfi
aktivaci Raf dochazi k prodluZzovani axonu, zatimco pfi aktivaci Akt zvétSuji axony svij
primér a vétvi se (Markus et al., 2002). Knockoutovani B-Raf a C-Raf v mySich embryich

snizilo rast axonu zadnich kotenti miSnich (DRG) a také zredukovalo jejich vétveni. Zaroveil
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to zhorSilo schopnost proprioreceptort posilat signaly do michy (Zhong et al., 2007). V jiné
studii na mysich bylo ukazéano, ze pii absenci neurotrofnich signalt a aktivaci B-Raf Ize stale
dosdhnout spravného ristu dlouhych axont senzorickych nervi. Pfi stejnych podminkach
experimentu dochdzelo k rychlému ristu DRG, velmi znac¢ny rist byl zaznamenan pfi
regeneraci optického nervu (O’Donovan et al., 2014).

Schopnost regenerace se snizuje se starnutim organismu. Jednim z dvodi muze byt
snizeni mnozstvi aktivnich ERKI1/2, které jsou schopny exprimovat geny umoziujici
neuroregeneraci. Ke snizovani mmnozstvi aktivnich ERK1/2 dochazi zvySenou aktivitou
fosfataz Dusp6, které za normalnich okolnosti timto zpiisobem udrzuji rovnovahu rastu
(Finelli et al., 2013). Fosfatazy brzdi regeneraci i v druhé hlavni draze — PI3K. Pfi deleci gent
pro fosfatdzu PTEN, ktera je negativnim reguldtorem molekuly mTOR, doslo k odblokovani
dan¢ drdhy a ke zna¢nému zvySeni regenerace poskozenych retindlnich gangliovych bunék
(Park et al., 2008). Ke stejnému vysledku dosel i jiny vyzkumny tym, ktery se zamé&fil na
kortikospinalni neurony a dokazal takto zvysit jejich schopnost regenerace po poranéni patete
(Liu et al., 2010). Deaktivovani PTEN v kombinaci se zvysSenou aktivaci B-Raf plisobi
synergicky, a tak doSlo k markantnimu zvySeni regenerace axonu optického nervu
(O’Donovan et al., 2014). Ackoliv je patrny vliv Ras proteinli na neuroregeneraci, klinické
vyuziti téchto vyse zminénych metod nebude jednoduché.

Ras a dale aktivovany B-Raf jsou znamy jako protoonkogeny, které jsou pii mutaci
odpové€dné za vétSinu piipadi mozkovych tumorli nasledujicich dvou typl. Prvnim je
pleomorfni xanthoastrocytom, ktery postihuje astrocyty, a tim druhym je gangliogliom, pfi
kterém jsou zasazeny gliové bunky (Dahiya et al., 2014). Mutace Ras proteinli souviseji
dokonce s az 16% vyskytem piipadi vSech druhd rakovin. Z nich nejfrekventovanéjsi mutaci
je K-Ras izoforma, kterd se vyskytuje ve vétsin€ z nich a nachézi se ve vice nez 90 % nadori
pankreatu. Frekvenci vyskytu nasleduje N-Ras, jez je davana do souvislosti pfedevS§im
s hematopoetickymi mutacemi. Maly podil je tvofen H-Ras izoformou (Prior et al., 2012). Pfi
vyse zminéné kombinaci uml¢eni PTEN a zvysSené aktivaci B-Raf doslo ve 100 % ptipadi
k tvorbé melanomu v plicich a lymfatickych uzlinach (Dankort et al., 2009). Abychom se
vyhnuli mitogennim G¢inkim a s nimi spojenymi zvySenymi riziky zapoceti rakoviny, je
potieba z kaskady aktivovat pouze expresi genid spojenych s neuroregeneraci. Transkripénim
faktorem pro takovy gen je SRF, ktery je hlavnim efektorem MEK/ERK drédhy spusténé
nervovym rastovym faktorem (NGF). SRF zajistuje prodluzovani a vétveni axonu
embryonalnich senzorickych neuronti (Wickramasinghe et al., 2008). Exprese SRF piimo

zajiStuje zmeény v dynamice aktinového cytoskeletu a tedy i ristového kuzelu zajistujiciho
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neuroregeneraci. SRF funguje v izkém antagonistickém propojeni s faktorem cofilin, kdy se
svymi hladinami negativné ovliviiuji. SRF tak zvySuje schopnost regenerace, ristu a vétveni,
zatimco cofilin to brzdi a zajist'uje udrzeni systému v rovnovaze (Stern et al., 2013). DalSim
moznym pristupem pro cilenou expresi je epigenetika. Histondeacetylaza HDAC®6, ktera je ve
vEtsi mife exprimovana pii poskozeni neuronu, snizuje transkripci Raf-MEK-ERK kaskady,
¢ehoz vysledkem je snizena regenerace neuronu. Inhibice HDAC6 tak podporovala riist a
regeneraci axonll (Rivieccio et al.,, 2009). Ras nabizi velmi U¢inné moznosti v oblasti
regenerace neurontl. S jeho vysokou ucinnosti jsou rovnéz spjaty negativni ucinky v podobé
mozného zapoceti rakoviny, coz je naprosto nezadouci. Je tedy potieba Cisté cilit downstream

az na expresi pozadovanych gent.

3.2 G-proteiny Rho

Prvni zastupce této rodiny byl objeven u motského meékkyse Aplysia, pticemz byla
nalezena vysoka podobnost Rho s Ras proteiny. Z toho divodu také nazev Rho vyjadiuje Ras
homology (Madaule and Axel, 1985). Nejvice prozkoumanymi zastupci ztéto zhruba
dvaceticlenné rodiny jsou RhoA, Racl a Cdc42. Proteiny Rho rodiny jsou syntetizovany do
cytosolu v neaktivnim stavu, aktivni jsou az piti zakotveni v cilové membrané. K tomu
dochézi na zéklad¢ post-translaéni modifikace. Prvnim zpiisobem je izoprenylace, kdy je na
karboxy-konci motiv CAAX, a tim je peptid za pomoci prenyltransferazy pfipojen na farnesyl
nebo geranylgeranyl nachazejici se v membrané (Mitin et al., 2012; Roberts et al., 2008).
Dalsi zptisobem je palmitoylace (Navarro-Lérida et al., 2012). Post-transla¢ni modifikace také
zajiStuji regulaci Rho proteinli. Fosforylace RhoA sniZila jeho schopnost aktivovat kindzu
asociovanou s Rho (ROCK) (Nusser et al., 2006). Naopak SUMOylace zvysuje aktivitu Racl
proteinu (Castillo-Lluva et al., 2010). Regulovat lze i pomoci mikro-RNA, které se
komplementarné vaze na ptislusSné mRNA a tim blokuje jeho translaci. Takto byla pomoci
miR-124, jez reguluje cytoskeletarni proteiny, sniZzena hladina Cdc42 a byl zrychlen rist
axont (Yu et al., 2008).

Proteiny Rho rodiny jsou schopny integrovat signaly z nékolika rtznych typl
receptorti a poté na n¢ reagovat. Typy téchto receptori jsou GPCR (Fromm et al., 1997), RTK
(Schiller, 2006), ionotropni receptory (Murakoshi et al., 2011), cytokinové receptory (Puls et
al., 1999), plexiny (Paldy et al., 2017) a integriny (Hotchin and Hall, 1995). Signalni kaskady
a vysledné exprimované produkty se 1i§i podle podrodin. Zde budou uvedeny pouze ty, které
se nachazeji v bunkach nervové tkané. Pro podrodinu Rho jsou hlavnimi efektory ROCK a

vvvvv

mDia, jejichz kaskdda vbuiice zapfiCiuje aktinovou polymerizaci a Kkontrakci
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aktinomyozinového aparatu s tvorbou stresovych vldken. Cdc42 aktivuje WASP a kinazu
PAK. Efektory podrodiny Rac jsou také PAK a navic WAVE, ktery je pfibuzny efektoru
WASP. Exprese kaskad nésledujicich downstream od Rac i CdCc42 ma za ucinek aktinovou

polymerizaci, ktera vede k tvorbé lamelipodii a filopodii (Obr. 3) (Humphries et al., 2020).
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Obr. 3 Proteiny rodiny Rho, jejich hlavni kaskady a jimi indukované ucinky na neuron
(Humphries et al., 2020)

3.2.1 Diferenciace neuronii a regulace navigace axonu

Diferenciace neuronti probihé nasledovné. Po déleni neuronu dochézi zpravidla k jeho
migraci na misto dalSiho plisobeni (Edmondson and Hatten, 1987). V procesu migrace
neuronu UC¢inkuji proteiny Rho (Zipkin et al.,, 1997). Racl zajistuje optimalni rychlost
migrace, ¢imz ziskdvaji vybrané neurony kompeti¢ni vyhodu pro zaujeti spravného mista
(Chen et al., 2007). Poté, co je neuron usidlen, dochézi k rstu a prodluzovani axonu. V tom
se uplatiuji Rac a Cdc42 proteiny (Luo et al., 1994). Rho proteiny zajistuji polarizaci
neuronu tak, aby byl pouze jeden rlstovy kuzel, jenZ se diferencuje v axon (Bradke and Dotti,
1999). Racl rekrutuje pomoci WAVE komplexu proteinovy komplex Arp2/3 na plazmatickou
membranu. Arp2/3 pak vykonavd remodelaci aktinovych vldken, coz pravé zpisobuje
prodluzovéani axonu (Tahirovic et al., 2010). Naopak RhoA inhibuje prodluzovani axonu a
zabranuje pfiliSnému rtstu (Jalink et al., 1994). Béhem riistu axonu zajistuje jeho navigaci
GEF nalezici Rho rodin€. GEF reguluje proces endocytdzy a urcuje, zda bunika pozie nebo ne
rustové atraktanty, pfiCemz smérem pozieni atraktanti se nasledné tvoii rlustovy kuzel
(Cowan et al., 2005). Po usidleni neuronu dochazi také k Cetné tvorbé dendritli, coz pozitivné

ovliviiuje Racl (Luo et al., 1996). Rho A je dulezitym regulatorem dendritické morfogeneze
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CNS. Pii nedostatku RhoA se dendrity pftilis prodluzuji a pfi nadbytku dochézi k redukci
komplexity dendritii (Lee et al., 2000).

Pro vyvoj senzorickych neuronti se Rho nezda byt zasadni. Vyvijejici se mySi mély
v porovnani s dospé€lci zvysSenou expresi RhoA v neuronech DRG, avSak po inhibici RhoA
nebyl zaznamenan Zzadny defekt. Misto toho doslo ke zvySeni exprese RhoC, které
kompenzuje absenci RhoA (Leslie et al., 2012). U Rac podrodiny je situace podobnd. V mise
bylo Rac3 v nejvétsi koncentraci v embryogenezi, ale knockout Rac3 nemél zadny vliv na
brzky vyvoj senzorického nervového systému (Corbetta et al., 2005). V mozeCku maji ale
proteiny Rac a Cdc42 zéasadni vliv na pfeziti granuldrnich neuronii, zplsobuji inhibici
proapoptické drahy JNK (Linseman et al., 2001). Jak jiz bylo zminéno vyse, i v dal§im
ptipad¢ je protein RhoA antagonistou k Rac a Cdc42. Proteiny RhoA nebo RhoB dokazou pfi
traumatu mozku nebo jeho dlouhodobé regeneraci navodit programovanou bunéénou smrt
(PCD) poskozenych neuront. RhoA aktivuje PCD pies p38alpha, zatimco RhoB pies kaspazu
3 (Barberan et al., 2011; Semenova et al., 2007). Lze usuzovat, ze tyto dvé drahy budou
synergické.

Rho rodina je dalezitd pro vyvoj nervové soustavy, vliv proteint této rodiny spociva
v navigaci a nasledné regulaci modelovani aktinového cytoskeletu. Ugastni se celého vyvoje

neuront, a to pozitivni i negativni regulaci.

3.2.2 Rust a regenerace axonu

Exprese proteinii Rho rodiny se 1i§i mezi jednotlivymi typy bunék nervového systému.
V této srovnavaci studii byla po poranéni michy zjisténa zvySena exprese Rho, Rac a Cdc42 u
oligodendrocytt, astrocyty mély zvySenou expresi Racl a RhoB a neurony produkovaly navic
1 Tc10, krom& Racl a RhoB (Erschbamer et al., 2005). Ackoliv je schopnost neuroplasticity
PNS po zranéni vyznamné vys$§i nez u CNS, opétovna inervace nebyva perfektni. Pfi
poskozeni senzorického axonu v jeho pocatecnim stadiu riistu zac¢inaji sousedici neporanéné
axony spolu soupefit o misto reinervace v pokoZce. Axon, ktery tam dorostl nejrychleji,
obsadil dané misto a poté zafal odpuzovat dorlstajici pivodni axon. Pfi inhibici RhoA
ale poskozeny axon v pokrocilejs$i fazi regenerace, sousedici axony obsazovaly jeho misto
s vyrazn¢ mensi frekvenci (O’Brien et al., 2009). V navaznosti na to, peptidy C3 — inhibitory
RhoA nejen blokuji RhoA, ale také aktivuji ERK kaskadu, kterd je jinak svidzana s ¢innosti
proteintl Ras rodiny, a jez zvySuje schopnost proliferace (Auer et al., 2012). Peptidy C3 se pfi

testech na mySich ukézaly byt u¢inné v regeneraci PNS. Vysledky naznacuji, Ze C3 ma
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terapeuticky potencial (Huelsenbeck et al., 2012). V nedavné dob¢ byla piedstavena genova
terapie transferaz C3 pomoci virovych vektor vytvotfenych na zakladé adenovirii (Santiago-
Lopez et al., 2018). Cileni na dal$i molekuly downstream dradhy RhoA se zd4 byt ucinné,
piedevsim na efektor ROCK, ktery byl inhibovan molekulou Y-27632 (Cheng et al., 2008).
Dalsi inhibitorem ROCK je HA-1077 (fasudil), jenz byl otestovan na nékolika pacientech, u
kterych zrychlil regeneraci periferie (Hiraga et al., 2000).

V tomto piipade se nezdd, ze by CNS bylo vyraznéji omezeno schopnosti regenerace
oproti PNS. Pii injekci C3 peptidl do retinalnich gangliovych bunék (RGC) se znacné zvysila
regenerace, to bylo ale u¢inné pouze béhem prvniho tydne od zranéni (Bertrand et al., 2007).
Od C3 byl odvozen protein BA-210, ktery ma podobné regeneracni ucinky, a navic i
protektivni ucinky. Pro pozadovanou efektivitu je ale potfeba ho podat béhem 24h od zranéni
(Lord-Fontaine et al., 2008). Pozdéji BA-210, pod obchodnim nazvem Cephrin, prosel bez
zaznamenani vedlejSich efektd klinickou zkouskou (Fehlings et al., 2011). U dalsi studie byl u
pacientii potvrzen ucinek na zlepSeni regenerace misSnich neuronti, pokud se Cephrin podal
b&hem operace (McKerracher and Anderson, 2013). Také aplikace jiz zminiovanych inhibitort
ROCK, kterymi jsou Y-27632 a fasudil, zvysila regeneraci RGC mysiho optického nervu
(Lingor et al., 2007). Dalsi metodou je doru¢eni DNROCK, tedy negativni alely genu ROCK,
pomoci virového vektoru do neuronu CNS, kdy dojde k vypnuti ROCK drahy. U¢inek je
stejny jako u inhibice farmaky — zvySeni regenerace (Wu et al., 2009). Jak dalsi ¢lanek
naznacuje, Rho-ROCK kaskada miize byt regulatorem amyloidu B42, ktery tvoii amyloidni
plaky. Ty jsou hlavni pfi¢inou neurodegenerativnich uc¢inkd Alzheimerovy choroby. Inhibitor
Y-27632 dokazal snizit hladinu amyloidu p42 v mySim modelu s indukovanou AD (Zhou et
al., 2003). Pro sniZeni hladiny amyloidu 42 jsou U¢inné ale 1 latky, které nehraji Zadnou roli
v Rho kaskadg¢, jako ibuprofen, indomethacin nebo sulindac sulphide (Weggen et al., 2001).
Proteiny z rodiny Rho maji vyznamny vliv na neuroregeneraci a maji terapeuticky potencial,

ktery je jiZ intenzivné zkoumam.

3.3 G-proteiny Rab

Proteiny rodiny Rab se zafaly vyznamnéji studovat aZ pozdéji nez jiné monomerni G-
proteiny. Prvnim objevenym zastupcem této rodiny byl protein Sec4, a to v souvislosti se
sekretorickou drahou bunky (Salminen and Novick, 1987). Kratce na to bylo zjiSténo, Ze
exprese Rab3 je vazana na pouze na konkrétni tkani — na mozkovou (Olofsson et al., 1988). Pti
porovnani genovych sekvenci byla nalezena uzk4 podobnost mezi Rabl, Rab2, Rab3 a Sec4,

o kterém se védé¢lo, Ze ma regulacni funkci v post-Golgi vezikuldrnim transportu. Funkce
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proteinii této rodiny tedy spociva v regulaci vezikuldrniho transportu v nervové soustave
(Ayala et al., 1989). Rab rodina zahrnuje kolem 60 malych GTPaz, jez zajistuji spravné
tridéni materidlu ur¢eného k endocytéze a exocytdze. Rab proteiny zajistuji odskrceni
membran, tvorbu vacku, pohyb vacku podél cytoskeletu, piiblizeni a fazi s cilovou
membranou, to vSe aktivaci efektorovych proteinti, kterymi jsou tiidici faktory, poutaci
faktory, kindzy, fosfatdzy a molekuldrni motory (Stenmark, 2009). Proteiny Rab a jejich
efektory urcuji identitu jednotlivych organel a kompartmentti. Z toho divodu se nachazeji na
membranach vSech organel, jez maji alespon okrajovou roli v endomembranovém transportu.
Samotné Rab, ackoliv jsou hlavnim mechanismem, vSak vzdy nestac¢i k urceni identity
(Ali et al., 2004). Dalsim mechanismem je kooperace Rab se svym GEF (Gerondopoulos et
al., 2012). GEF ke spravnému vykonavani této funkce potiebuje zase GDI (Pylypenko et al.,
2006). GDI reaguje pouze s prenylovanymi Rab proteiny, které jsou touto postranslacni
modifikaci pfichyceny k membrané. S Rab proteiny volné disociovanymi v cytoplazmé GDI
neni schopno reagovat. Voln¢ disociované proteiny ptiblizi k membrané eskortni protein RES,
poté jsou Rab pfikotveny k membrané¢ geranylgeranyl transferazou (Andres et al., 1993).
Podle rozsahlého screeningu se v lidském téle nachazi 30 riiznych Rab proteint. Efektory
téchto proteint byvaji ve vétsin€ piipadl aktivovany nékolika Rab, nikoliv pouze jednim, coz

znaci konvergenci kaskad regenerace (Fukuda et al., 2008).

A
Stage 1 Stage 2
Rab4
Rab6
Rab8
Rab10
Rab11
Rab6 Rab33
Q Rab5 '%< Rab5 )
B
Undifferentiated Differentiated

Rab8
Rab11
Rab13
Rab22

Rab35 I
Rab7
Rab21
Rab5

Obr. 4 Rab proteiny kladné (zelené), zaporné (cervené) a oportunisticky (cerné) oviiviiujici
polarizaci hipokampalnich neuronit (A) a diferenciaci nervovych bunék (B) (Villarroel-
Campos et al., 2016)
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Rostouci axon potiebuje doddvat mnoho materidlu, aby mohl zvétSovat povrch své
plazmatické membrany (PM) s odpovidajici efektivitou, zarovenn musi tento déj probihat
rychle vzhledem k nemalé velikosti axonu v porovnani s télem neuronu. Jednotlivé Rab
ovlivituji riist axonu riznym zptasobem (Obr. 4). Rab proteiny zde dale rozdélim podle

transportni drahy, se kterou jsou svazany.

3.3.1 Biosynteticka draha a rist axonu

Rab proteiny souvisejici s exocytdzou v biosyntetické draze, a které jsou navazany na
trans-Golgiho sit’ (TGN), jsou Rab6, Rab8, Rab10, Rab13 a Rab33. GTPazy ucastnici se
téchto drah zajist'uji a podporuji riist neuronu a jeho vybeézk.

Protein Rab6 zajistuje organizaci exocytotického transportu od TGN, oznacuje a vaze
material ke kinezinu, ktery ptesouva vezikl k plazmatické membrané (Grigoriev et al., 2007).
Rabé6 je regulatorem nervové diferenciace. BEéhem brzkého nervového vyvoje se efektorem
Rab6 stava BICDR-1, jenz je siln€ exprimovan a vaze material na dyneinové motory, ¢imz
brzdi rist axonti. Divodem toho je, Ze material je v rané fazi vyvoje potteba pro rust téla
neuronu. V dospélém neuronu je tvorba BICDR-1 nizsi, a tak Rab6 podporuje anterogradni
transport kinezinem KiflC a rlst axonu (Schlager et al., 2010). Transport za pomoci kinezinu
KiflC ale rovnéz ovlinuje mnozstvi adhezinu a5B1, ktery se dostane k PM (Theisen et al.,
2012) a to ma pozitivni vliv na rist mozeckovych granularnich neuront (Wu et al., 2007).
Dalsi efektor proteinu Rab6, COHI1, zajiStuje strukturdlni stabilitu Golgiho aparatu. Pfi
roztfiSténi a nestabilité membran Golgiho aparatu v disledku sniZzené produkce Rab6 dochazi
ke snizeni rdstu neurond (Seifert et al., 2015). U cilového mista na PM indukuje Rab6
aktivaci proteinu Rab8, ten poté organizuje zachyceni veziklu a fuzi s cilovou membranou
(Grigoriev et al., 2011).

Role Rab8 tedy shodné¢ jako u Rab6 spociva v prepravé veziklid z TGN do PM a pfi
inhibici Rab8 dochazi ke snizenému rustu hipokampalnich neuronti (Huber et al., 1995). Rab8
ale také reguluje recyklaci na PM, ¢imz podporuje rust vybézki neuronu (Hattula et al.,
2006). Spousta drah se v membranovém transportu sbihd. Jednou znich je GEF proteinu
Rabs, jez je zarovenn GEF pro Rabl11 (Horgan et al., 2013). Aktivita GEF naleziciho proteinu
Rab8 taktéz ovlivituje dynamiku povrchovych vybézkli neuronu a polarizovany membranovy
transport. Toto GEF muze byt aktivovano proteinkindzou C, kdy po aktivaci sméfuje do
vybeézkl neuronu (Hattula et al., 2002).

Protein Rab10 zajiStuje anterogradni piepravu vezikuli na PM a rlst axonu. Jednim

z jeho aktivator je protein Lgl1, ktery katalyzuje uvolnéni GDI (Wang et al., 2011). Rab10 se
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ucastni piepravy po aktinovém ale i mikrotubuldrnim cytoskeletu. Pfeprava po aktinovém
zacind navazanim Rabl0 na myosin Vb, tento komplex se nasledné¢ odtrhavd od TGN a
dochazi k tvorbé Rabl0 vezikuli (Liu et al., 2013). Po mikrotubularnim cytoskeletu se
piepravuje vezikl s Rab10 navazanym na protein JIP1. JIP1 je pfipojen na lehky fetézec
kinezinu KLC, ktery se pohybuje po mikrotubulech. Tento komplex je dilezity pro polarizaci
neuronl neokortexu (Deng et al., 2014). V blizkosti PM se vezikul s Rab10 vaze na protein
MARCKS, jenz umoziuje fuzi membran. To ale pouze pokud je MARCKS fosforylovan
atypickou proteinkinazou C (Xu et al., 2014). PKC také zajistuje fosforylaci a uvolnéni vyse
zminéného Lgll (Betschinger et al., 2003), a tak s pfihlédnutim na fakt, ze jednotlivé izotypy
PKC jsou témér zaménitelné (Herget et al., 1995), 1ze konstatovat, ze plisobnost PKC je
synergicka a dilezita v pifepravé Rab10 veziklu.

Rab13 se podili na ristu a regeneraci neuront. Efektorem Rab13 je JRAB/MICAL-L2.
Spole¢né tvoii komplex a véazou nasebe actinin-4, ktery piepravuji ztéla neuronu do
periférie. Actinin-4 se nasledné ve vybézcich podili na reorganizaci aktinového cytoskeletu,
ktera usti v rist axonu (Sakane et al., 2010). Protein JRAB/MICAL-L2 je zaroven i efektorem
GTPazy Rab8. Tyto dvé drahy konverguji a sméfuji tak v neuroregeneraci (Yamamura et al.,
2008). Upstream regulatorem Rabl3 je tumor-supresorovy protein p53, jenz se Ucastni jak
apoptdzy neuronu, tak i jejich rdstu a regenerace. Tyto protichiidné stavy jsou dany odliSnymi
post-translaénimi modifikacemi, kdy pfi acetylaci lysinu 320 dochazi ke zvySenému ristu
neuronll v CNS i PNS (Di Giovanni et al., 2006).

Protein Rab33 se podili na ristu axoni modulaci anterogradni transportu. Jeho
zvySena exprese byla zaznamend béhem ristu mySich hipokampalnich neurond, kde Rab33
zajisStoval predevS§im fuzi veziklu s cilovou membranou ristového kuzele (Nakazawa et al.,
2012). Rab33a i Rab33b jsou exprimovany v mozku piedev§im béhem vyvoje hipokampu a
kortexu, pfi¢emz jejich role v riistu axont je do zna¢né miry vzdjemné zastupitelnd (Huang et

al., 2019).

3.3.2 Endocyto6za a riist axonu

Rab proteiny, jejichz kaskady souvisi s endocytozou a tedy retrogradnim transportem
smefujicim do casnych endozomt (EE) nebo pozdnich endozomti (LE), jsou Rab5, Rab7,
Rab21 a Rab22. GTPazy ulinkujici v téchto drahdch svym endocytotickym plsobenim
inhibuji rst axonil.

Abnormalni zvétSeni EE je jednou z prvnich vnitrobunéénych zmén pyramidalnich

neurontl pii onemocnéni sporadickou Alzheimerovou chorobou nebo Downovym syndromem.
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Casné endozomy souvisi s tvorbou amyloidu B (Cataldo et al., 2000). Zvétseni endozomi
nastava kvili zvySené expresi Rab4, Rab5, Rab7 a Rab27. To ukazuje propojeni mezi
neurodegenerativnimi onemocnénimi a poskozenou endocytotickou drdhou (Ginsberg et al.,
2011).

GTPaza Rab5 reguluje fuzi plazmatické membrany a veziklu smétujiciho do EE
(Gorvel et al., 1991). Roli Rab5 je také udrzovani systému retrogradniho transportu
doplilovanim membran EE a LE a také lysozomu (Zeigerer et al., 2012). Aktivace Rab5
pusobi svym retrogradnim transportem snizeny riist axonti. Rab5 je také inhibovan ristovym
faktorem NGF, ktery svymi Gc¢inky kladné ptsobi na rast neuronti (Liu et al., 2007). Protein
Rab5 kooperuje a interaguje s kinazou LRRK2, pfi¢emz spole¢né reguluji sniZeni rastu
hipokampalnich nervovych vybézkt. Mutace LRRK2, pfi které dochazi ke zkraceni dendritt,
je jednou z pficin Parkinsonovy choroby (Heo et al., 2010). Rastové inhibi¢ni funkce Rab5 je
velmi dilezitd béhem nervového vyvoje. Rab5 pfes svilj efektor Rabaptin-5 reguluje
Semaphorin 3A. Ten stimuluje kolaps rustovych kuzeli neuronli corpa callosa, které
premostuje hemisféry, a nastdva odpuzeni axonti. Timto mechanismem dochdzi k zajisténi
spravného synaptického napojeni (Wu et al., 2014). Dalsimi efektory jsou EEA1, které slouZzi
jako poutaci faktor k ¢asnému endozomu béhem retrogradniho transportu (Lawe et al., 2002),
nebo protein SARA, ktery zajistuje zvétSovani EE a recyklaci receptori z PM (Hu et al.,
2002). Aby ale mohlo dojit k provedeni téchto ukonii, musi byt v komplexu s Rab5 a
efektorem také GEF Rabex-5 (Lippé et al., 2001).

Rab7 postupné nahrazuje Rab5 pfi retrogradnim transportu. Pfi transportu z EE do LE
se vezikly, s nakladem uréenym k degradaci, zvEtSuji, koncetruji a postupné ubyvaji. BEehem
toho Rab5 konverguje na Rab7, coz je zajist€éno komplexem VPS/HOPS (Rink et al., 2005).
Funkce Rab7 zlistava stejna jako u predchéazejici GTPazy — omezuje rlst nervovych vyb&zki.
U nékterych pacientil s neurodegenerativnimi onemocnénimi byla nalezena mutace Rab7, coz
potvrzuje souvislost mezi poruchou retrogradniho transportu a t€émito nemocemi (Saxena et
al., 2005). Jednou takovou neuropatii je onemocnéni Charcot-Marie-Tooth, kde mutaci
dochazi k pfiliSné expresi Rab7 vedouci ke zkraceni axonii (Cogli et al., 2010).

GTPéaza Rab21 se Ucastni dynamiky ¢asnych endozoml — jeho efektorem je EEA1
(Simpson et al., 2004). GEF proteinu Rab21 je Rabex-5, jenz je soucasné¢ GEF proteinu Rab5.
Funkce téchto dvou GTP4z je do znané miry zastupitelnd. Rab21 ale disponuje autoinhibi¢ni
funkci, kterd mize byt negovana efektorem Rabaptin-5 (Delprato and Lambright, 2007), takto
se muze zvysit Sife retrogradniho transportu. Pokud GEF Varp aktivuje Rab21, dochézi

k ristu dendriti. K tomu dochézi proto, ze Varp aktivuje a zapoji do komplexu protein TI-
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VAMP, ktery se 1 v jinych kaskadach ucastni exocytozy. Defektni mutace Rab21 zvysuje
exocytozu (Burgo et al., 2009). To znaci, ze bez TI-VAMP pulsobi Rab21 v endocytdze.
Rab21 piisobi v endocytdze i v exocytdze.

Rab22 organizuje transport materidlu a receptori z EE do recyklujicich endozomt
(Magadan et al., 2006). Efektorem Rab22 je EEA1 (Mishra et al., 2010), ktery je spoleCnym
efektorem i pro Rab5 a Rab21, coz ukazuje urcitou soubéznost téchto drah. Rozdilem mezi
touto podobnosti ziistava, ze Rabex-5 je GEF proteinu Rab5, ale pro Rab22 je efektorem.
Takto tvofi synergistickou kaskadu Rab22-Rabex-5-Rab5 (Zhu et al., 2009).

3.3.3 Recyklujici endozomy a riist axonu

Rab GTPazy, jejichz cyklus zna¢né souvisi s recyklujicimi endozomy (RE), jsou
Rab4, Rabl1, Rabl4 a Rab35. Nékteré z nich podporuji rlst axonu, jiné rist svymi G€inky
potlacuji. Zda rist podporuji nebo ne, se 1i8i 1 v zdvislosti na dalSich faktorech.

Rab4 umoznuje exocytoticky transport jiz zrecyklovaného materidlu zpét na
plazmatickou membranu ristového kuzelu neuronti. To probihd tak, ze vezikly s proteinem
Rab4 se odstépuji z endozomd, na které je do té doby vazan Rab5. To pozitivné ovliviiuje riist
axond (Falk et al., 2014). Rab4 ptfednostné zajiStuje anterogradni transport pii vazbé na
kinezin-2, minoritni roli ma ale i v retrogradnim transportu, kdy je navazan na dynein (Dey et
al., 2017). Pti Huntingtonové chorobé dochéazi k poskozeni HTT genu, jehoz produkt za
normalnich okolnosti asociuje s Rab4. Vysledkem toho je nedostatecny transport na PM a
z toho plynouci sniZzeny rust striatdlnich neuronti. Nadbytkem Rab4 vSak lze tyto defekty
znegovat (White et al., 2020).

Rab11 reguluje anterogradni transport sméfujici z RE na PM. Rabl1 je jednou z pticin
omezené regenerace CNS v dospélosti. Pfi dozravani neuronu se meéni cileni Rab11 veziklu,
s materidlem potfebnym pro rdst, z axonu na télo neuronu. AvSak zvySenim exprese Rabl1
dochazi k presyceni téla neuronu Rabl1 vezikly, jez sméfuji ddle — do axont. Takto byla
znateln¢€ zvySena regenerace po axotomii, coz znac¢i terapeuticky potencidl pro pacienty se
zranénim CNS (Koseki et al., 2017). Jeho upstream regulatorem je kindza LMTKI, ktera
ovSem aktivuje Rab11 pouze tehdy, pokud je sama fosforylovana kindzou CdkS. Jedna se tedy
o kaskadu CdkS5-LMTKI-Rabll. Rabl1 takto zajiStuje rast axonll kortikdlnich neuronti
(Takano et al., 2012). Nasledné¢ Rabl1 vytvoii komplex se svym adaptorovym proteinem
protrudin, s kinezinem KIF5 a efektorovymi proteiny VAP, SURF4 a RTN3. Tento komplex
sméfuje na PM, kde efektorové proteiny zajistuji prodluzovani axonu (Matsuzaki et al.,

2011). Mimo jiné Rabl1 spolecné se svym dal§im efektorem RCP zajistuji pomoci vezikla

19



piepravu integrinii. Témi jsou pfedevSim alpha9 a betal ale 1 dalsi integriny. Integriny na
povrchu ristového kuzelu pak zplisobuji rast a regeneraci axonu (Eva et al., 2010). RCP
interaguje nejen s Rabl1, ale se stejnou afinitou s Rab25 a s polovi¢ni afinitou s Rab14 (Lall
etal., 2015).

Rab14 zasahuje jak do biosyntetické exocytické drahy, tak do recykla¢ni endocytické
drahy. To z dGvodu zprostiedkovani piemosténi mezi TGN a EE (Junutula et al., 2004).
Rab14 je hlavnim proteinem, ktery je v lysozomech recyklovan protedzami Cathepsin B a L.
Pti deficienci téchto protedz dochazi k prudkému zvysSeni mnozstvi Rab14 a prostiednictvim
toho smétfuje na PM méné molekul, nez by mélo. Nasledkem toho dochézi k neurodegeneraci
a indukci tumort (Stahl et al., 2007).

Protein Rab35 reguluje transport recyklac¢ni endocytozu. Naklad sméiuje od PM k RE
(Kouranti et al., 2006). Rab35 ale taktéz zplisobuje rist neuronil, pfi¢emz mechanismem toho
je regulace Rho GTP4z tak, aby podporovaly tvorbu aktinového cytoskeletu (Chevallier et al.,
2009). Efektorem pro Rab35 je fascin, ktery déle zapficifiuje riist neuronti vazbou aktinu do
svazkl (Zhang et al., 2009). Tyto dva odlisné stavy — endocytodza a rist neuronu — jsou dany
vazbou Rab35 s urcitymi GEF. Pokud je navdzan connecdenn 3, tak Rab35 tvoii komplex
s proteinem fascin, coz podporuje riist neuronu. Pokud je na Rab35 navdzan connecdenn 1
nebo 2, tak dochazi k recykla¢ni endocytdze materialu a rlist axonu je inhibovan (Marat et al.,
2012). Protein Rab35 také negativné reguluje tvorbu myelinu potlacenim mTORCI1. Tato
kindza, pokud je aktivni, zna¢n¢ stimuluje tvorbu myelinu a rst neuronu (Sawade et al.,
2020). Rab35 béhem ristu neuronu interaguje se svym dalSim efektorem centaurin-B2. Ten
propojuje Rab35 s GTPazou Arf-6, jez se nachézi také na RE, a soucasné¢ Arf-6 jako jeji GAP
vypinad (Kobayashi and Fukuda, 2012). Centaurin-B2 s dal$im efektorem proteinu Rab35 —
MICAL-L1 — poté rekrutuji EHDI1, které inhibuje Arf-6 a tim je$t€¢ umociiuje riist axonl
(Kobayashi and Fukuda, 2013). Aktivace MICAL-L1 zpusobi aktivaci dalSich Rab proteind,
které¢ indukuji rGst neuronu. Rab35 tedy slouzi jako integracni GTPaza, ktera dalSimi

mechanismy spousti rist axonu (Kobayashi et al., 2014).

3.4 G-proteiny Arf

Rodina Arf mé fyziologicky ¢astecn€ podobnou funkci jako rodina Rab — zajist'uje
regulaci bunéénych transportnich procesti, dynamiku aktinového cytoskeletu, a navic také i
bunécnou adhezi a metabolismus lipidi (Obr. 5). Tato rodina zahrnuje pies 30 zastupc,
z nichZ se pouze polovina nachazi v lidském téle. DéEli se do tii podrodin — Arf, Sar a Arf like

(Sztul et al., 2019). Prvni Arf byl objeven pii ADP-ribozylaci Ga podjednotky trimerniho G-
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proteinu v komplexu s cholera toxinem. Z toho bylo odvozeno jméno této rodiny — ADP-
ribosylacni faktor (Arf) (Kahn and Gilman, 1984). Mezi eukaryoty se jedna o funk¢éné velmi
konzervované proteiny (Kahn et al., 1991).

Proteiny Arf se nachazi na membranach vezikli a kompartmentii. Aby na nich mohly
byt pfichyceny, jsou posttranslaéné modifikované myristolyaci, kdy jsou na N-koncovém
glycinu pfichyceny ke kyseliné myristové. Tento proces katalyzuje N-myristoltransferaza
(Lodge et al., 1997). Takto ukotveny mohou byt ale pouze ve stavu s navazanym GTP
(Antonny et al., 1997). Tuto schopnost — reagovat na zménu nukleotidu zménou lokalizace
k membran€ nebo mimo membranu — umoziuje Arf proteinim piitomnost tzv. propojovaci
smycky. Smycka pfenaSi konformacni zménu z vazebného mista nukleotidu na N-konec.
Sekvence pro tuto smycku ma podobnost s Ga podjednotkou trimernich G-proteinti a zaroven
Arf rodinu naprosto odliSuje od zbylych rodin monomernich GTP4z (Carlos Amor et al.,
1994). Arf se od zbylych rodin malych GTPaz odliSuji také absenci GDI (Regazzi et al.,
1992).

Membrane ruffle
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Obr. 5 Arf proteiny a jejich funkce — membranovy transport, dynamika aktinového cytoskeletu
a bunécna adheze (MBInfo National University of Singapore, pouzito 31.3. 2021)

3.4.1 Sar

Protein Sarl ma roli v anterogradnim transportu mezi ER a GA pii tvorbé¢ COPII
veziklu (Nakano and Muramatsu, 1989). Prvn¢ je Sarl aktivovan svym GEF Sec12 (Barlowe

and Schekman, 1993). Po aktivaci navaze Sarl na membranu lipozomu ¢i ER fosforylovany
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dimer Sec23/24 do blizkosti nakladu pozadovaného k transportu. Dimer Sec23/24 nasledné do
komplexu navaze fosforylovany dimer Sec13/31. Takto vznikd obalovy peptid komplexu
COPII a dochazi k polymeraci (Matsuoka et al., 1998). Protein Sec23 je ale zarovein GAP pro
Sarl, a tak s kompletovanim komplexu a vypucenim veziklu dochazi k rozpadu celého COPII
komplexu. Sarl je uvolnéno a zstdva na membran¢ ER (Yoshihisa et al., 1993). Svou roli
v pocatku biosyntetického transportu ma Sarl zédsadni vliv na podporu ristu axonu. To je
vyrazné predevsim béhem vyvoje daného neuronu (Aridor and Fish, 2009). Vice nez na rlst
axonu ma vsak Sarl pfimy vliv na rast dendriti (Ye et al., 2007). Vyznamny vliv tohoto
proteinu je 1 u astrocytd, které slouzi jako ,,chivy* neuronil. Tyto builky dokazi sekreci
neurotrofického faktoru MANF zabranit smrti neurond pii patofyziologickych stavech,
pficemz MANF je transportovan COPII vacky (Oh-Hashi et al.,, 2012). To muze byt

vyznamné pii 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni.

342 Arf

Arfl ma nékolik roli v bunééném transportu, pficemz vSechny vychazi z Golgi.
Nejvyznamnéjsi je zajiSténi retrogradniho transportu z GA do ER pomoci COPI véacki.
Transport zacind aktivaci Arfl pomoci jeho GEF GBF-1, pficemz se Arfl ukotvi na
membrané GA (Deng et al., 2009). Aktivované Arfl na sebe zacind navazovat B-COP
podjednotky heptamerniho koatomeru (Zhao et al., 1997). Takto se na B-COP otevira dalsi
vazebné misto a postupné se timto zplisobem na sebe vazou dalsi podjednotky koatomeru
(Sun et al., 2007). Kazd4 podjednotka heptameru vaze odliSny néklad podle specifickych
aminokyselinovych motivii (Eugster et al., 2004). Zaroven podjednotky koatomeru, naklad a
SNARE proteiny poutaji k budoucimu veziklu GAP, jez naleZi proteinu Arfl (Schindler et al.,
2009). Hromadici se Arfl nakonec zpusobuje odtrzeni COPI vacku (Beck et al., 2011).
Aktivita GAP proteinu Arfl se zvySuje s pfibyvajicim zaktivenim. Pii odtrzeném COPI vacku
tedy nastava nejvyssi mozné zakiiveni a probihd maximalni aktivita GAP (Bigay et al., 2005).
GAP posléze zpasobuje hydrolyzu Arfl, které se tak odpoutdva od COPI komplexu.
Nasledkem toho se cely komplex rozpada a vezikl s materidlem putuje do ER (Reinhard et al.,
2003).

Vazebné misto Arfl proteinu je krom& COPI schopno vazat i komplex adaptorového
proteinu (AP), jenz se propojuje s klatrinem (Yu et al., 2012). Arfl se tedy ucastni 1
anterogradniho transportu, ktery probiha mezi TGN a endzomy. Arfl rekrutuje AP-1, které se
Ucastni sestavovani klatrinového veziklu (Ren et al., 2013). Exprese Arfl ovliviiuje vyvoj celé

mozkové kiry, pfi mutaci v jeho GEF dochazi ke zmenSeni mozku (Sheen et al., 2004). Svou
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roli na pocatku transportniho systému Arfl podporuje riist axona (Jareb and Banker, 1997).
Ptedevsim ale svym napojenim na Golgi reguluje Arfl ristovou asymetrii dendritll, pti¢emz
podporuje v rustu vzdy ten nejdelsi (Horton et al., 2005).

Protein Arf3, pokud je vSe v poradku, nema Zadnou roli v bunééném transportu. Slouzi
jako nahrada Arfl a uplatiiuje se az pii jeho absenci (Popoff et al., 2011). Arf4 kontroluje
vyvoj dendritickych trnli a zplsobuje jejich rist, zvySuje také jejich hustotu na dendritu.
Aktivita Arf4 je modulovana jeho GAP ASAPI. Indukovanou zvySenou produkci Arf4
dorostly dendritické trny denta gyra, které byly ztraceny néasledkem Alzheimerovy choroby
(Jain et al., 2012). SniZzena tvorba Arf4 byla také nalezena u Hirsprungovy choroby, kdy ve
sttevech nefunguji parasympaticka ganglia a nedochazi tak ke spravné peristelatice (Zhang et
al., 2020). Arf4 spolecné s Arf5 reguluji umisténi nékterych proteinii. Tyto proteiny jsou
odpovédné za hustotu rozmisténi napét'oveé zavislych sodnych kanalt v Purkynovych buiikédch
mozecku (Hosoi et al., 2019).

Arf6 plsobi v exocytdéze mezi endozomy a plazmatickou membranou (Ashery et al.,
1999). Arf6 ma nckolik hlavnich efektorti. Prvnim je Racl, coz je soucasné i efektor RhoA
GTPazy. Dalsimi jsou fosfolipdza D (Santy and Casanova, 2001) a kindza PI4P5K (Honda et
al., 1999). Propojeni s kaskddami Rho rodiny je patrné pravé zde — Arf6 zajiStuje premenu
filopodii, které¢ jsou indukovany Racl proteinem, na dendritické trny. Zaroven také zajistuje
stabilizaci a pteziti (Choi et al., 2006). Dalsi efektory fosfolipazy D a PI4P5K zvysuji tvorbu
PIP2, které vaze klatrin adaptorovy komplex AP-2 (Krauss et al., 2003; Paleotti et al., 2005).
Arf6 ma tedy klicovou roli v klatrinem zprostfedkované endocytoze. Efektor PI4P5SK ale
predevsim zajistuje prodluzovani a rovnéz vétveni axonti (Herndndez-Deviez et al., 2004).
Zapojeni Arf6 v neuroplasticité a neuroregeneraci je také patrné z jeho vysokych hodnot
behem prvnich dni po traumatu CNS (Kuhari¢ et al., 2019). Arf6 v neuroplasticité piisobi jako
propojovaci prvek mezi aktivitou NMDA receptori a indukci AMPA receptori pfi
dlouhodobé potenciaci. ZvySenim aktivace NMDA receptorti dochazi ptes Arf6 ke zvySeni
rychlosti syntézy a zabudovani AMPA receptori do membrany neuronu (Oku and Huganir,
2013). Protein Arf6 by se mohl podilet na remyelinaci. Arf6 totizZ v neuronech béhem jejich
vyvoje zajistuje sekreci proteinu FGF-2, ktery plisobi jako atraktor oligodendrocyt
(Akiyama et al., 2014). Arf6 je tedy dllezitym regula¢nim faktorem pro rast vSech nervovych

vybezki, je také hlavnim regulatorem klatrinem zprostfedkované endocytozy.
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3.4.3 ARL (Arflike)

Arl proteiny jesté zdaleka nejsou tak prozkoumané jako Arf. Arll kontroluje v Golgi
kvalitu proteint piipravenych k exocytoze a to predevsim ve fotoreceptorovych bunikach (Lee
et al., 2011). Mimo to Arll, aktivovany svym GEF Garz, poskytuje odlisSnou exocytotickou
cestu k rlstu presynaptického nervového zakoncéeni. Arll tvoii na GA komplex s proteinem
Arfaptin, jenz po dopravé na PM zajiStuje rist axonu (Chang et al., 2015). Arl2, ktery je
velice konzervovany mezi eukaryoty, se vaze s tubulin-vazajicim kofaktorem TBCD (Shern et
al., 2003). Funkce TBCD spociva v zachovani stability dendritického vétveni a ristu axon
pomoci zmén v dynamice mikrotubuli. TBCD je soucasné efektorem pro Dscam, jehoz
mutace je zdrojem mentédlnich retardace pfi Downové syndromu (Okumura et al., 2015).
Kvili TBCD je Arl2 taktéZ odpoveédny za vyvoj cilii — nervovych vybeézkl — fotoreceptoroveé
buitky (Wright et al., 2018). Protein Arl3 je také asociovan s mikrotubuly, navic hraje roli pfi
preziti a vyvoji fotoreceptorovych bunck a mechanosenzorickych neuronti (Schrick et al.,
20006).

Protein Arl4 se Ucastni vyvoje CNS, pfiCemZ zajiStuje kompartmentaci mozku.
Interaguje pfitom s importinem-a (Lin et al., 2000). Arl4 podporuje rast nervovych vybézki a
to predevsim aktivaci Arf6 (Yamauchi et al., 2009). GTPaza Arl4 je také jednim z efektord
mozkového neurotrofniho faktoru (BDNF) a je aktivovana pii dlouhodobé potenciaci paméti
(Alme et al., 2007). Arl6 se vyskytuje ve vybézcich senzorickych a hlavovych neuronil
v souvislosti s mikrotubuldrnim transportem. Pii mutaci dochdzi k Bardet-Biedlovu
syndromu, jehoZ projevem je 1, mimo jiné, kognitivni porucha (Fan et al., 2004).

Arl8 zajistuje anterogradni transport vezikli z lysozomu do axonového terminalu
rostouciho neuronu, ¢imZ podporuje rist (Vukoja et al., 2018). Pti tom Arl8 aktivuje kinezin
UNC-104, ktery byl do té doby autoinhibovan. Timto mechanismem je zachovéna spravna
hustota a velikost synapsi (Niwa et al., 2016). Krom¢ toho Arl8 zajistuje fuzi fagozomu a
lysozomu (Garg et al., 2011). Diky tomu Arl8 dokéze v komplexu s proteinem hVps41, jenz
usmériiuje transport do lysozomu, odstraiiovat amyloid-B. Dochazi tak k redukei
neurodegenerativnich plakii a zmirnéni pfiznaki Alzheimerovy choroby (Griffin et al., 2018).
Stejny tym jiz ukazal, ze hVps4l je Gc¢inné 1 v boji s Parkinsonovou chorobou. Protein
hVps41 dokdze odstraiiovat Spatné sbaleny a hromadici se a-synuclein, ktery jinak ptsobi
neurotoxicky. Takto zachovava bunéénou homeostazu a 1€¢i PD (Harrington et al., 2012).

Proteiny Arl se ucastni mikrotubuldrni dynamiky. Arl se kvili svému pisobeni

v ciliich bunék vyskytuji pfedevS§im v senzorickych neuronech. Ackoliv se Casto vyskytuji
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v bunkéch jinych tkani, i tak mohou mit ptesah pii 1écbé nebo potlaceni nasledkli nékterych

genetickych onemocnéni spojenych s nervovou soustavou.

3.5 G-proteiny Ran

GTPazy Ran jsou jedny z nejvice konzervovanych proteinti mezi eukaryoty (Ach and
Gruissem, 1994). Na rozdil od ostatnich malych GTPaz se Ran nachazi ptedevSim
v bunécném jadie a nevazi se na membrany (Bischoff and Ponstingl, 1991). Ran slouzi jako
cyklicky regulator obousmérného transportu mezi cytoplazmou a karyoplazmou.

Transport pozadovaného proteinu do jadra probihd nésledovné — v cytoplazmé dojde
k propojeni a a B podjednotek importinu a vzapéti tento heterodimer vytvoii komplex
s proteinem obsahujicim jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). Komplex se poté vaze na jaderny
por (Gorlich et al., 1995; Richardson et al., 1988). Vazbou RanGTP se komplex v jadie
rozpada, protein s NLS je na svém misté urCeni a RanGTP zlistdva ve vazbé s importinem 3
(Rexach and Blobel, 1995). Importin B s RanGTP se vraci do cytoplazmy a RanBP1 se
navaze misto importinu, ¢imz ho uvolni. Nésledné RanGAP stimuluje hydrolyzu GTP,
pti¢emz dochazi k rozpadu komplexu a Ran je v inaktivni formé s navazanym GDP (Bischoff
and Ponstingl, 1991). Na RanGDP se vaze jaderny transportni faktor (NTF2) a pfesouvaji se
do jadra (Ribbeck et al., 1998). Tam dochazi za pomoci RCCI, coZ je RanGEF, k vyméné
nukleotidii a Ran je znovu v aktivni formé¢ s navazanym GTP (Bischoff and Ponstingl, 1991).

Transport nakladu z jadra v podobé& proteinii a RNA probiha takto — exportin CRM1
vytvoii komplex s RanGTP a proteinem obsahujicim jaderny exportni signal (NES) (Askjaer
et al., 1998). Komplex se pfichyti na jaderny por a je presunut do cytosolu. Poté RanBP1
v soucinnosti s RanGAP hydrolyzou Ran rozvaZzou komplex (Askjaer et al., 1999). NTF2
navaze RanGDP a pfesouvaji se do jadra, kde RCC1 provede vyménu nukleotidii a reaktivuje

Ran (Bischoff and Ponstingl, 1991; Ribbeck et al., 1998).

3.5.1 Ucast Ran v neuroregeneraci a neurodegeneraci

Kromé jadra se RanGTP nachazi 1 v axondlni cytoplazmé v komplexu s dyneinem,
importinem a a CAS, piicemz CAS slouzi jako transportér importinu a z jadra. Ve zbytku téla
neuronu je v ovSem podobé RanGDP. Pfi poSkozeni axonu se zvysi lokalni translace RanBP1
a to spolu s RanGAP rozvolni komplex Ran. Uvolnény importin o se vaze na importin 3,
heterodimer importinu se vdze na dynein a s nakladem v podob¢ signalni molekuly putuji do
jadra. Takto se ucastni Ran retrogradni signalizace béhem poskozeni axonu neuroni PNS

(Yudin et al., 2008).
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Poskozeni jaderného transportu se téz ukazalo byt pificinou amyotrofické lateralni
skler6zy a frontotemporalni demence. Pfi nahromadéni repetic v genu C9orf72 dochazi
k blokaci RanGAP, cehoz disledkem je snizen import proteini do jadra a dochazi
k neurodegeneraci. Overexpressi RanGAP, a tim zvySenym jadernym importem a snizenym
exportem, Ize docilit potlaceni neurodegenerace (Zhang et al., 2015). DalSim zplsobem, jak
muze dojit ke vzniku ALS a FD, je mutace v TDP-43 (Benajiba et al., 2009; Sreedharan et al.,
2008). Demenci vychazejici ze stejné pti¢iny predchazi ztenCovani sitnice. Mutace zptisobi,
ze TDP-43, kter¢ slouzi ve splicingu pre-mRNA, se za¢ne vyskytovat v cytosolu. Tak dochazi

k mensi expresi Ran (Ward et al., 2014). Vyssi expresi Ran lze tedy zvysit neuroregeneraci.

4 Zavér

Super-rodina GTP4z Ras ma zasadni vliv na rlst a regeneraci neurond. Jednotlivé
rodiny se pfitom synergicky dopliiuji. Proteiny Ras rodiny jsou navdzany na RTK. Jsou
vyznamnymi mitogeny a podporuji rdst neuronu expresi proteind, které zajist'uji prestavbu
cytoskeletu. Pfi zvySené aktivit¢ Ras a necilené expresi vSech produkti dochédzi k velmi
vysoké pravdépodobnosti vzniku rakoviny. Pfi expresi cilené pouze na urcité geny maji Ras
proteiny terapeuticky potencial. Rho proteiny jsou aktivni pfi svém zakotveni do membrany a
jsou aktivovany ptes mnoho druhli receptorti. Zajistuji prestavby aktinového cytoskeletu a
rovnéz reguluji navadéni axoni béhem jejich ristu. Uinkuji v neuroregeneraci a maji
terapeuticky potencial. Uéinna a bez vedlejsich uginkli se ukazala byt predeviim inhibice
RhoA, jenZ slouZi jako negativni reguldtor regenerace neuronil. Proteiny rodiny Rab se
ucastni vSech hlavnich transportnich drah. Zajistuji tvorbu a transport vacku a také urcuji
identitu membran. Nékteré svou roli na konci exocytotického transportniho fetézce podporuji
rist axonu. ZvySenim syntézy Rab proteinli UcCastnicich se exocytézy lze zvysit
neuroregeneraci. Proteiny z rodiny Arf jsou vyznamnymi regulatory tvorby vezikli — Sarl
reguluje tvorbu COPII v anterogradnim transportu, Arfl reguluje tvorbu COPI v retrogradnim
transportu a Arf6 s Arfl reguluji klatrinem zprostfedkovanou endocytozu. Arl reguluji
dynamiku mikrotubul. Tato rodina podporuje rast axonil, ale pfedev§im dendritl, diky
svému postaveni na zacatku exocytotického transportniho fetézce. Jejich 1écebny potencial by
mohl nalézt uplatnéni pfedev§im u neurodegenerativnich onemocnéni. Ty Casto souvisi
s poruchou bunécného transportu. V lé€bé neurodegenerativnich onemocnéni by taktéz
mohly nalézt uplatnéni i Ran proteiny kvili svému postaveni na uplném pocatku syntézy

proteinti.
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