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Abstrakt

Retrogradni transport z endozomt do Golgiho aparatu a dal do endoplasmatického retikula slouzi
buitkam pro opétovné vyuziti receptorti a dalSich proteind. Existuje fada drah zacinajici na
ruznych typech endozomii cilena do trans-Golgi sitoviny a zni dal do endoplasmatického
retikula. Z ¢asnych a maturujicich endozomi jsou proteiny transportovany pomoci retromeru, pro
pohyb z pozdnich endozomi je zasadni GTPaza Rab9 a v transportu z recyklujicich endozomu se
uplatnuji Rab6 a Rabl1. V ramci Golgiho aparatu jsou znamé dvé drahy. Jedna pomoci COPI
vacka regulovana GTPazou Arfl, ktera je citliva k brefeldinu A. Druha draha je regulovana
GTPazou Rab6.

Retrogradni transport vyuzivaji krom¢ endogennich proteini také proteinové toxiny a malé
neobalené DNA viry. Pro Shiga toxin je charakteristické vyuzivani Rab6 drahy z recyklujicich
endozomi i pies Golgiho aparat. Retrogradni transport ricinu zac¢ina na ¢asnych endozomech a je

méng jasny. Transport malych neobalenych DNA virti za¢inaji védci teprve poodkryvat.

Kli¢ova slova: retrogradni transport, endozom, GTPaza, COPI, Shiga toxin, ricin, papillomavirus,

polyomavirus



Abstract

The cell uses retrograde transport from endosomes to Golgi apparatus and further to the
endoplasmic reticulum to recycle its receptors and other proteins. There are several pathways
starting on different types of endosomes aimed to the trans-Golgi network and from it further to
the endoplasmic reticulum. From the early and maturing endosomes the proteins are transported
using the retromer complex. Rab9 GTPase is essential for transport from the late endosomes.
Rab6 and Rabll play major role in the transport form the recycling endosomes. There are two
pathways going through the Golgi apparatus. The first one is mediated by COPI vesicles which
are regulated by Arfl GTPase and the pathway is sensitive to brefeldin A. The second pathway is
regulated by Rab6 GTPase.

Except for endogenous proteins the retrograde transport is used by protein toxins and small
unenveloped DNA viruses as well. Rab6 pathway from the recycling endosomes and through the
Golgi apparatus is characteristic for Shiga toxin. The retrograde transport of ricin starts on the
early endosomes and is less clear. Scientists only started uncovering the transport of small

unenveloped DNA viruses.

Key words: retrograde transport, endosome, GTPase, COPI, Shiga toxin, ricin, papillomavirus,

polyomavirus
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1. Uvod

Buiiky potiebuji komunikovat se svym okolim, z vnéjsku pfijimaji signaly a zZiviny, naopak samy
vylucuji fadu latek a dopravuji na membranu rizné proteiny. K dopravé latek ven a dovnitt bunky
slouzi systém membranou ohrani¢enych organel, endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu a
slozitého endozomalniho systému.

Bunka vyuziva nékolika typti endozomti. Po endocytéze vznika vacek a stdva se z n€j Casny
endozom. Ziviny, které buiika pfijala, jsou vétdinou v zatim nevyuZitelné formé makromolekul
nebo vazané na svém receptoru a je potieba je z n&j uvolnit. Casny endozom tedy zraje, pfi tom se
okyseluje a pies stadia maturujicich endozomt (nazyvanych také ,,multivesicular bodies*) vznika
pozdni endozom. Po dal$im okyseleni z pozdniho endozomu vznikne konec¢na degradacni
organela, lysozom. V pribéhu okyselovani a zrani endozomu dochazi k uvoliiovani zivin
Z receptorti a Sté€peni makromolekul na stavebni komponenty az do Gplného rozlozeni v lysozomu.
Do endozomi vSak ptichazi fada proteint, které bunika chce znovu vyuzit a ne degradovat
v lysozomu. Jsou to jednak receptory z cytoplazmatické membrany, které slouzi k transportu zivin
z vnéjsiho prostredi do bunky, a jednak proteiny pochazejici z Golgiho aparatu, které slouzi napf.
K transportu enzymti do lysozomu. Proto dochazi v endozomech K tiidéni jejich obsahu a
selektivnimu vezikularnimu a tubuldrnimu transportu zpét na piivodni membrany. Pro recyklaci
na cytoplasmatickou membranu, ale i do jinych kompartmentl, slouzi pifevazné zvlastni typ
¢asnych endozomi, tzv. recyklujici endozomy.

K pteprave nékladu (v angli¢tiné oznacovaného pojmem ,,cargo*) z endozomut do Golgiho aparatu
a pripadn¢ do endoplasmatického retikula slouzi tzv. retrogradni transport. Ten probiha jak
z ¢asnych, pozdnich i recyklujicich endozomil. Kromé endogennich proteinti vyuzivaji retrogradni
transport také nékteré bakteridlni a rostlinné toxiny a mozna i nékteré viry, které vstupuji do
bunky endocytickou cestou a putuji ve vaccich cytoplasmou, aby dosdhly jadra. Napt. u
polyomavirti ziistava jejich zptisob transportu z endozom do endoplasmatického retikula nejasny.
Ve své praci popisuji rizné mechanismy retrogradniho transportu, transport vybranych
bakterialnich a rostlinnych toxinl a shrnuji nejnovéjsi poznatky o vyuziti retrogradniho malymi

neobalenymi viry s dvouvladknovou DNA.



2. Endozomalni systém

Jak jiz bylo feceno v ivodu, endozomadlni systém je tvofen riznymi endozomy. Jednotlivé typy
jsou charakterizované specifickymi proteiny, které se na jinych kompartmentech nevyskytuji.
Obr. 1 ukazuje endozomalni systém, Golgiho aparat a endoplasmatické retikulum, rizné cesty
transportu mezi jednotlivymi kompartmenty a specifické proteiny, tzv. markery, jednotlivych
organel.

Casné endozomy jsou typické p¥itomnosti GTP4azy Rab5 a jejiho efektorového proteinu EEA1
(early endosomal antigen 1, ¢asné endozomalni antigen 1) (Bucci et al., 1992; Mu et al., 1995;
Simonsen et al., 1998). Pozdni endozomy se vyznacuji proteiny Rab7 a Rab9 (Lombardi et al.,
1993; Méresse et al., 1995). Na lysozomech (ale i pozdnich endozomech) potom nalezneme
glykoproteiny LAMP1 a LAMP2 (lysosome associated membrane protein, membranovy protein
asociovany s endozomy) (Chen et al., 1985). Recyklujici endozomy obsahuji GTPazy Rab4 a
Rab11 (Ullrich et al., 1996; van der Sluijs et al., 1991), subpopulaci ¢asnych a recyklujicich
endozomu lze také zviditelnit oznacenim transferinového receptoru nebo transferinu (Yamashiro
et al., 1984).

Golgiho aparat (GA) lze rozdélit na n€kolik ¢asti. Nejblize jadru se nachazi cis-Golgi, dale stiedni
Golgi. Nejblize k cytoplasmatické membrané najdeme trans-Golgi a tzv. trans-Golgi sitovinu
(trans-Golgi network, TGN), ze které se odstépuji vacky cilené do endozoml a na
cytoplasmatickou membranu. TGN charakterizuje u primata protein TGN46 (TGN38 u hlodavct),
ktery se ale pohybuje mezi TGN a cytoplazmatickou membranou (Luzio et al., 1990;
Ponnambalam et al., 1996). Jinym typickym proteinem TGN je protein p230 (Gleeson et al.,
1996). Golgiho aparat charakterizuje fada proteinu, napt. golgin-97 (Griffith et al., 1997), pro cis-
Golgi je charakteristicky protein GM130 (Golgi matrix protein of 130 kDa, 130 kDa protein
ptitomny v matrix GA) (Nakamura et al., 1995). Za marker endoplasmatického retikula (ER)
muzeme oznacit napt. protein disulfid isomerazu (PDI) (Ohba et al., 1977) nebo BiP (binding
immunoglobulin protein, imunoglobulinovy vazebny protein) (Bole et al., 1989).

Struktura endozomalni sit¢ vSak neni tak jednoducha. Nejedna se o soubor pfesn¢ definovanych
vacktl, ale spiSe o sit’ riznych tubult a vacka. Mezi jednotlivymi typy endozomu jsou rtzna
mezistddia obsahujici oba markery. Napi. v draze recyklace transferinu miZeme na jednom
endozomu nalézt membranové domény, kde jedna obsahuje pouze GTPazu Rab$5, jind Rab5 a
Rab4 a jest¢ dalsi Rab4 a Rabl1(Sonnichsen et al., 2000). Pf#i maturaci ¢asnych endozomu
V pozdni endozomy dochazi k vyméné ¢asné endozomalni GTPazy Rab5 za pozdné endozomalni
GTPazu Rab7 (Rink et al., 2005). Tato vyména je zfejmé dulezitd pro retrogradni transport

pomoci retromeru (viz dale) (Rojas et al., 2008; van Weering et al., 2012).
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Obr. 1: Schéma transportu v ramci endozomalni sité, Golgiho aparatu a endoplasmatického retikula

Po endocytoze vznikd z vacku ¢asny endozom. Obsah ¢asného endozomu se pak t¥idi. Cast z néj prochazi
degradacni cestou (Cerné Sipky) pfes maturujici endozomy, ze kterych vznikaji pozdni endozomy. Pozdni
endozomy dozravaji v lysozom, kde dojde krozlozeni endocytovaného materialu. Cast obsahu &asného
endozomu prochézi do recykluyjicich endozomi, odkud se dostavd zpét na cytoplasmatickou membranu
(Cerven€). Modré Sipky znazoriiuji anterogradni transport proteinti syntetizovanych v endoplasmatickém retikulu
cilenych do endozomalnich kompartmentii a lysozoml (z ¢asnych endozomii se dostivaji dale degradacni
cestou). Nezbytnou roli hraje také retrogradni transport (zelené Sipky), pomoci néhoz se dostavaji proteiny
z casnych, pozdnich a recyklujicich endozomi do Golgiho aparatu a skrz néj dale do endoplasmatického
retikula.

V rameccich jsou uvedeny nékteré charakteristické proteiny, tzv. markery, jednotlivych kompartmentd. (EEAL —
early endosomal antigen 1, ¢asné endozomalni antigen 1; GM130 - Golgi matrix protein of 130 kDa, 130 kDa
protein pfitomny v matrix GA; LAMP — lysosom associated membrane protein, membranovy protein asociovany
s lysozomy; PDI — protein disulfid izomeraza; BiP - binding immunoglobulin protein, imunoglobulinovy
vazebny protein; TGN — trans-Golgi network, trans-Golgi sitovina)



Endozomalni sit” je tedy vhodné vnimat spise jako mozaiku riznych membranovych domén, kde

dochazi k plynulé pfeméné jednoho typu endozomu v druhy.

3. Retrogradni transport z kyselych endozomalnich
kompartmentii do trans-Golgi sitoviny

3.1 Retrogradni transport z ¢asnych a maturujicich endozomi

3.1.1 Retromer

Retromer je komplex proteinli zodpovédnych za vznik tubuldrnich utvari na endozomech
slouzicich k tfidéni endozomalniho obsahu do dalSich kompartmentd. Poprvé byl popsan u
kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Seaman et al., 1998). U kvasinek ho tvoii dva subkomplexy,
trimer proteini Vps35p, Vps29p a Vps26p a dimer VpsSp a Vpsl7p (vacuolar protein sorting,
protein ucastnici se tfidéni proteinti do vakuol). Trimer tvofi jadro retromeru a je zodpovédny za
vazbu nakladu a zaroven interakci s dimerem schopnym vazat se na membrany (Seaman et al.,
1998). Na zaklad¢ homologie pak byl objeven retromer i u sav¢ich bunék (Haft et al., 2000) a
rostlin (Oliviusson et al., 2006).

Dale se budu zabyvat jen sav€im retromerem. Ten sestava take s trimeru proteinit Vps35, Vps29 a
Vps26 a dimeru tiidicich nexind (sorting nexins, SNX), ktery odpovida kvasinkovému dimeru
V/ps5p a Vpsl7p (Haft et al., 2000). V sav¢ich buiikach byl nejprve objeven pouze jeden Vps26,
bioinformatickymi metodami byl pozdé¢ji nalezen homologni Vps26B (Kerr et al., 2005). Prvni
pokusy ukazovaly, Ze retromer obsahujici Vps26B neasociuje s endozomalni membranou, ale
pouze s cytoplazmatickou membranou lamelipodii (Kerr et al., 2005). Ukazalo se ale, ze pro
studium byla pouzita nevhodna metodika a ze i protein Vps26B kolokalizuje s endozomy. Navic
bylo zjisténo, ze existuji dvé formy retromeru, jedna obsahujici pouze Vps26A a druhd Vps26B,
protoze spolu oba homology kompetuji o vazebné misto na proteinu Vps35 (Collins et al., 2008).
V/ps26A-retromer a Vps26B-retromer hraji v buiice odlisnou roli (Bugarcic et al., 2011)

Druhym subkomplexem je dimer tfidicich nexind tvofenych homodimerem SNXI nebo
heterodimerem SNX1 a SNX2 (Haft et al., 2000; Rojas et al., 2007). Pozd¢ji byly objeveny dalsi
SNX, které hraji roli v retrogradnim transportu vyuzivajicim retromer. Jedna se o proteiny SNX5
a SNX6 (Wassmer et al., 2007). Proteiny SNX1, SNX2, SNX5 a SNX6 spolu mohou tvofit
vSechny mozné kombinace heterodimer (Wassmer et al., 2009). Dimer tfidicich nexinQ
interaguje s trimernim jadrem a je zodpovédny za vazbu na membrany, a to pfes doménu PX
(phox homology, homologie Phox) rozeznavajici fosfatidyliinositidy. Protein SNX1 je schopny
rozeznavat zakiiveni membrany a indukovat vznik tubularnich membranovych utvarti na ¢asnych

endozomech, a to diky doméné BAR (Bin/amphiphysin/Rvs) (Carlton et al., 2004). Doménu BAR

4



obsahuji i ostatni SNX2, SNX5 a SNX6 (Carlton et al., 2005; Wassmer et al., 2007), proto jsou
oznacovany jako SNX-BAR (Harterink et al., 2011).

Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze s trimerem Vps35-Vps29-Vps26 mize interagovat SNX3. Vznika
tak SNX3-retromer a jim zprostfedkovany transport je nezavisly na dimeru SNX-BAR (Harrison
et al., 2014, Harterink et al., 2011).

3.1.2 Proteiny retrogradné transportované pomoci retromeru Vv savcich
burikach
Poprvé byla role sav¢iho retromeru v retrogradnim transportu popsana pii studiu transportu na
kationtech nezavislého manozo-6-fosfatového receptoru (cation independent — mannose-6-
phosphate receptor, CI-MPR). Tento receptor slouzi k transportu lysozomalnich hydrolaz
znacenych mandzo-6-fosfitem z TGN do endozomii. Retromer je zodpovédny za recyklaci
volného receptoru z ¢asnych a maturujicich endozomti zpét na TGN. V bunkach s poskozenymi
retromernimi slozkami byl CI-MPR transportovan do lysozomi a tam degradovan (Arighi et al.,
2004; Seaman, 2004).
Dalsim proteinem, v jehoZ retrogradnim transportu byla potvrzena role retromeru, je sortilin, ktery
také, jako CI-MPR, zprosttedkovava transport lysozomalnich proteind z TGN do endozomu. Je
transportovan stejnym zptisobem jako CI-MPR (Canuel et al., 2008; Seaman, 2004). Ukazalo se,
ze retromer je dulezity také pro transport proteinu SorLA, coz je receptor transportujici protein
amyloidniho prekurzoru a defekt v tomto transportu je spojovan s Alzheimerovou chorobou
(Fjorback et al., 2012; Nielsen et al., 2007). V neposledni fadé hraje retromer také dulezitou roli
vV udrzovani apikobazalni polarity epitelidlnich bunck, protoze slouzi k recyklaci apikalni
determinanty, proteinu crumbs (Crb), pfes TGN zpét na cytoplazmatickou membranu (Pocha et
al., 2011).
Retromerni komplex se také ucastni procestt metabolismu zeleza. Transportér pro dvojmocné
kovy DMT1-1I (divalent metal transporter 1-1I) je transportovan pomoci retromeru z maturujicich
endozomu pres TGN do recyklujicich endozomu (Tabuchi et al., 2010). K transportu DMT1-I1
slouzi retromer obsahujici SNX3 misto SNX-BAR (Harrison et al., 2014). SNX3-retromer
recykluje také protein Wls (Wntless) z ¢asnych endozomii na TGN a hraje tak roli ve vyvoji
organismu a udrzovani homeostazy, protoze protein WIls transportuje dualezité signalizacni
glykoproteiny Wnt (Belenkaya et al., 2008; Harterink et al., 2011).
Retromer slouzi také k recyklaci integralniho membranového proteinu TGN38 (lidského TGN 46)
a Shiga toxinu. Oba tyto proteiny jsou transportovany do TGN z recyklujicich endozomt (viz
kapitola 3.2), i kdyz pravdépodobné jinymi cestami (Bujny et al., 2007; Ghosh et al., 1998; Lieu a
Gleeson, 2010).



3.1.3 Regulace transportu pomoci retromeru

Retromer je regulovan pomoci malych GTPaz. Klicovou roli hraje GTPaza Rab7, ktera se ve
form¢ s vazanym GTP (GTP-forma) muze vazat na membrany. Dvé nezavislé studie ukazaly, Ze
je Rab7 nezbytna pro vazbu trimeru retromeru na membranu endozomi (viz obr. 2) (Rojas et al.,
2008; Seaman et al., 2009), a to pies dimer SNX-BAR, ktery se na endozomalni membranu miize
vazat nezavisle na Rab7 (Rojas et al., 2008). Rab7 je potieba také v transportu zprostfedkovaném
SNX3-retromerem (Harrison et al., 2014). Protein TBC1D5 (TBC1 domain family member 5,
¢len 5 TBC1 doménové rodiny), coz je protein aktivujici GTPazu (GAP), vyvazuje retromer
Z membran, nejspise mechanismem indukce hydrolyzy GTP vazaného na Rab7 za vzniku GDP-
Rab7, ktery se do membran jiz nevaze (Seaman et al., 2009).

Roli v retrogradnim transportu za Wcasti retromeru hraje i GTPaza Rab5. Nadprodukce
dominantné negativni mutanty Rab5 zptsobila odpojeni trimerniho jadra retromeru, ale i SNX1
z membran. Rab5 neinteraguje s retromerem piimo, ale aktivuje endozomalni fosfatidylinositol 3-
kinazu (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), ktera vytvaii PI3P (phosphatidylinositol 3-
phosphate, fosfatidylinozitol 3-fosfat), tedy vazebné misto pro tfidici nexiny (viz obr. 2) (Rojas et
al., 2008). Rabankyrin 5 (Rank5), coz je efektor Rab5, a EHD1 (Epsl5 homology domain
containing protein 1, protein 1 obsahujici homologickou doménu s Epsl5), ktery slouzi jako
regulator recyklace proteind, kolokalizuji, interaguji s trimernim jadrem retromeru a jsou také

dulezité pro jeho spravnou funkci v retrogradnim transportu (Zhang et al., 2012).

Obr. 2: Regulace transportu zprostifedkovaného retromerem malymi GTPazami Rab5 a Rab7

GTPaza Rab5 se v GTP-formé vaze na membranu ¢asného endozomu. Aktivuje fosfatidylinositol 3-kinazu
(PI3K), ktera vytvati fosfatidylizotiol 3-fosfat (PI3P). PI3P je vazebné misto pro dimer tiidicich nexinu (SNX),
které jej vazi pomoci domény PX. Pfi maturaci ¢asnych endozomi dochazi k vyméné GTPazy Rab5 za Rab7.
Rab7 se v GTP-form¢ vaze na membranu maturujiciho endozomu a umoziuje vazbu trimerniho subkomplexu
retromeru Vps35-Vps29-Vps26 k membranoveé vazanému dimeru SNX. Kompletni retromer umoziuje tvorbu
tubularnich transportnich utvard na ¢asnych a maturujicich endozomech. Za zakfiveni membrany je zodpovédna
doména BAR tiidicich nexind, trimerni jadro retromeru vaze naklad (zde na kationtech nezavisly man6zo-6-
fosfatovy receptor (MPR)). Pievzato a upraveno dle Rojas et al.(2008)
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Pro funk¢ni retrogradni transport pomoci retromeru je podle nejnovéjsi prace dilezitd prave
vyména Rab5 za Rab7 na maturujicich endozomech. Pokud se tato vyména zablokuje, i nadale se
tvofi transportni tubuly na ¢asnych endozomech pomoci SNX-BAR, nevaze se vsak na n¢ trimerni
jadro retromeru (van Weering et al., 2012).

Kromé malych GTPaz z rodiny Rab se retrogradniho transportu pomoci retromeru Gcastni i dalsi
proteiny. Ttidici nexin 8 (SNX8) kolokalizuje s retromerem na Casnych endozomech a mitize
fungovat jako negativni regulator retromerem zprostiedkovaného retrogradniho transportu (Dyve
et al., 2009). Proteinovy komplex WASH (Wiskott-Aldrich syndrome protein and SCAR
homolog, homolog proteinu Wiskott-Aldrich syndromu a SCAR) slouzi jako aktivator Arp2/3,
ktery iniciuje nukleaci a naslednou polymerizaci aktinu (Derivery et al., 2009). Bylo zjisténo, Ze
WASH interaguje s retromerem a reguluje retrogradni transport CI-MPR (Gomez a Billadeau,
2009).

3.1.4 DalSi faktory v transportu z ¢asnych a maturujicich endozomii

Dalsimi nezbytnymi proteiny pro transport z ¢asnych a maturujicich endozoma do TGN jsou tzv.
golginy, tedy proteiny lokalizované na Golgiho aparatu. Golgin GCC88 lokalizovany na TGN se
ukazal byt jednim z faktord potfebnych pro retrogradni transport z ¢asnych endozomu (Lieu et al.,
2007).

Rada praci ukézala na dilezitost clathrinu a jeho interakénich partnerii epsinuR a RME-8
(receptor-mediated endocytosis-8 protein, protein receptorem zprostfedkované endocytozy 8)
V retrogradnim transportu z ¢asnych endozomii (Popoff et al., 2007; Popoff et al., 2009; Saint-Pol
et al., 2004). Protoze se clathrin i retromer nachazeji na ¢asnych endozomech, uvazovalo se o
modelu, kde je clathrin nezbytny pro tvorbu tubull a va¢ka pomoci retromeru. Nov¢jsi publikace
vSak ukazala, ze SNX-BAR-retromer je schopny vytvafet transportni membranové utvary
nezavisle na clathrinu. ProtoZe je vSak clathrin nezbytny pro retrogradni transport endogenniho 1
exogenniho nékladu, byl postulovan model, kde clathrin nejprve nabohati transportovany protein
na membrané Casnych endozoml a poté je nahrazen SNX-BAR-retromerem mozna pomoci
proteinu RME-8. Teprve pak dojde k tvorb¢ transportnich tubult, kterou indukuje samotny SNX-
BAR-retromer (McGough a Cullen, 2013).

Zajimavy byl objev retrogradniho transportu zavislého na derlinech. Derliny jsou proteiny
kontrolujici kvalitu membranovych proteinti. Spatné sbalené proteiny jsou po rozeznani cileny
k degradaci pomoci ERAD drahy (ER-associated degradation, degradace spojena
s endoplasmatickym retikulem). Ukdzalo se, Ze nékteré Spatné sbalené proteiny na

cytoplasmatické membrané jsou retrogradné transportovany z endozomi do Golgiho aparatu



pomoci derlinil interagujicich s tfidicimi nexiny (SNX1, SNX2). Interakce s trimernim jadrem
retromeru vSak nebyla nalezena (Dang et al., 2011).
Dalsi faktory dilezité pro transport z Casnych endozoml jsou spolecné i pro transport
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maturujicich endozomii shrnuje obrazek 3.
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Obr. 3: Transport z ¢asnych a maturujicich endozomi do TGN

Casny endozom béhem zrani v pozdni endozom prochazi stadiem maturujiciho endozomu. Na ném dochazi k
vymeén¢ ¢asn¢ endozomalni GTPazy Rab5 za pozdné endozomalni Rab7. Tato vymeéna je nezbytna pro spravnou
funkci retromeru v transportu nakladu do TGN. Pii tvorbé transportniho membranového Gtvaru pomaha clathrin
(a jeho interak¢ni partnefi RME-8 a epsinR; zelen€) nabohatit naklad (Gervené) do oblasti, ze kterého nasledné
pomoci retromeru vypuci transportni tubuly. V retrogradnim transportu z ¢asnych a maturujicich endozomu
funguji také proteiny a jejich komplexy lokalizované TGN (modie). Zajistuji zejména ptichyceni a fuzi vacku
nebo tubulu s cilovou membranou.

(EEA1 — early Endosomal antigen 1, ¢asné endozomalni antigen 1; RME-8 - receptor-mediated endocytosis-8
protein, protein receptorem zprostiedkované endocytézy 8; CI-MPR — cation independent mannose-6-phosphate
receptor, na kationtech nezavisly mandzo-6-fosfatovy receptor; DMT1-1l — divalent metal transporter 1-1I;
ptenase¢ dvojmocnych kationti 1-11; WIs — Whnitless; STX — syntaxin; VAMP4 - vesicle-associted membrane
protein 4, membranovy protein 4 asociovany s vezikuly; GS — Golgi SNARE; COG — conserved oligomeric
Golgi complex, konzervovany oligomerni komplex lokalizovany na Golgiho aparat; GARP - Golgi associated
retrograde protein complex, retrogradni proteinovy komplex asociovany s Golgiho aparatem)

TGN46
p230




3.2 Retrogradni transport z recyklujicich endozomii

Recyklujici endozomy vznikaji z ¢asnych endozomt a lze je vnimat jako zvlastni subpopulaci
casnych endozomu. V nékterych pracich jsou znaceny pomoci transferinu nebo transferinového
receptoru, jindy pomoci GTPazy Rab11 (Ullrich et al., 1996; Yamashiro et al., 1984). Problém je,
ze transferin a transferinovy receptor definuji ¢ast ¢asnych a recyklujicich endozomi zatimco
Rabl1 definuje pouze endozomy recyklujici, a tak je mozné, Ze nejasnosti vyplyvajici z praci
vyuzivajicich rtiznou metodiku jsou zplisobeny timto rozporem.

Dalsim problémem studia transportu z recyklujicich endozomu je vybér sledované molekuly. Pies
recyklujici endozomy je transportovany Shiga toxin (STx) nebo pouze jeho podjednotka B
(STxB) (Mallard et al., 1998) a také Cholera toxin (CTx) a jeho podjednotka B (CTxB) (Pang et
al., 2004). Kromé¢ toho pfes recyklujici endozomy pravdépodobné prochazi TGN38 (Ghosh et al.,
1998). Nova studie vsak ukazuje, ze STxB a TGN38 pro svij transport vyuZzivaji jiné
komponenty. STxB vyZaduje protein SNX1 a golgin GCC185. Pokud se retrogradni transport
zablokuje, zustava toxinova podjednotka uvéznéna v recyklujicich endozomech pozitivnich na
Rabll. TGN38 naopak potiebuje SNX2 a golgin GCC88 vyuzivany ¢asné¢ endozomalni drahou.
Pti zablokovani retrogradniho transportu zistavda TGN38 v casnych endozomech. Tento vysledek
tedy ukazuje ze TGN38 je do TGN transportovan odliSnou cestou nez STxB, coz opét prinasi
komplikace v interpretaci vysledkt riznych praci (Lieu a Gleeson, 2010).

Kromé¢ jiz zminénych proteind prochazi ptes recyklujici endozomy do TGN protein VAMP4
(vesicle-associted membrane protein 4, membranovy protein 4 asociovany S vezikuly). Neni v§ak

znamy presny mechanismus tohoto transportu (Tran et al., 2007).

3.2.1 Transport pomoci malé GTPazy Rab6

Poprvé byl transport z recyklujicich endozomti do TGN popsan na transportu Shiga toxinu a jeho
podjednotky B (Mallard et al., 1998). Ukazalo se, ze klicovou roli vtomto retrogradnim
transportu hraje GTPaza Rab6A” (Mallard et al., 2002) i jeji izoforma Rab6A (Utskarpen et al.,
2006). Dilezitd je ale i GTPaza Rabll, ktera pravdépodobné zajistuje tiidéni v ramci
recyklujicich endozomu (Wilcke et al., 2000). S Rab6A" interaguje protein TMF/ARA160 (TATA
element modulatory factor/androgen receptor activator of 160kDa, modulaéni faktor TATA
elementu/aktivator androgenniho 160kDa receptoru), ktery je také nezbytny pro retrogradni
transport STxB (Yamane et al., 2007).

GTPazy Rab6 jsou ale lokalizované na Golgiho aparatu (Antony et al., 1992) a tak mechanismus
transportu zavislého na Rab6 zrecyklujicich endozomi do TGN neni zcela jasny. S Rab6

interaguje protein R6IP1 (Rab6 interacting protein 1, protein 1 interagujici s Rab6), ktery zaroven



interaguje i s nadprodukovanou GTPazou Rabl11. Tak by mohl protein R6IP1 pfedstavovat spojku

mezi recyklujicimi endozomy a Golgiho aparatem (Miserey-Lenkei et al., 2007).

3.2.2 DalSi faktory dulezité pro transport z recyklujicich endozomii

Podle nejnovéjsich praci je zasadni v retrogradnim transportu z recyklujicich endozomi fosfolipid
fosfatidylserin (phosphatidylserin, PS). Ten je rozeznavan proteinem evectin-2 (Evt-2).
Nedostatek Evt-2 nebo maskovani PS zpusobilo blokovani retrogradniho transportu Cholera
toxinu a Spatnou lokalizaci TGN46 (Lee et al., 2012; Uchida et al., 2011). Evectin-2 vaze také
SMAP2 (small Arf-GTPase activating protein 2, maly protein 2 aktivujici GTPazu Arf), ktery
indukuje hydrolyzu GTP véazaného GTPazou Arf. Nedostatek SMAP2 ma stejny efekt na
transport CTxB jako nedostatek Evt-2 (Matsudaira et al., 2013). Z téchto vysledku tedy plyne, ze
pro retrogradni transport z recyklujicich endozomti ma zasadni vyznam lipid fosfatidylserin a
proteiny evectin-2 a SMAP2.

V retrogradnim transportu z recyklujicich endozomu hraji také roli golginy. Golgin-97 je dilezity
pro transport STxB i CTxB z endozomi do TGN (Lu et al., 2004). S golginem-97 interaguje
FIPL/RCP (Rabll-family interacting protein 1/Rab-coupling protein, protein 1 interagujici
srodinou Rabll/protein parujici s Rab), coz je vazebny partner Rabll. GTPaza Rabll i
FIP1/RCP jsou potieba pro retrogradni transport proteini STxB, VAMP4 a TGN38 z endozomu
do TGN (Jing et al, 2010). Kromé& golginu-97 je dulezity v retrogradnim transportu
z recyklujicich, ale i z pozdnich endozomu golgin GCC185 (Derby et al., 2007). S GCC18S5 totiz
interaguje jak mald GTPaza Rab6, tak Rab9 spojovand s transportem z pozdnich endozomi
(Burguete et al., 2008).

Retrogradni transport TGN46 a podjednotky B Shiga toxinu reguluje také protein GPP130 (Golgi
phosphoprotein of 130 kDa, fosfoprotein o hmotnosti 130 kDa piitomny v GA). Je také nezbytny
pro transport z recyklujicich endozomtt do TGN (Natarajan a Linstedt, 2004). Dalsi faktory
dulezité pro transport zrecyklujicich endozomi jsou spolecné i pro transport z ¢asnych a

vvvvvv

ukazuje obr. 4.

3.3 Spolecné rysy transportu z ¢asnych, maturujicich a
recyklujicich endozomii

Protoze recyklujici endozomy jsou zvlastni populaci cCasnych endozomi, sdileji drahy

retrogradniho transportu z obou téchto kompartmentt fadu spole¢nych znak.
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Obr. 4: Transport z recyklujicich endozomu do TGN

V retrogradnim transportu je klicovd GTPaza Rab6 lokalizovana na GA, a to jeji isoformy Rab6A” a v mensi
mife Rab6A. Protein R6IP1 (Rab6 interacting protein 1, protein 1 interagujici s Rab6) miZe slouzit jako
spojovaci ¢lanek mezi recyklujicimi endozomy a TGN protoze vaze jak Rab6 tak Rabl1 (marker recyklujicich
endozomtl). Dal§im takovym spojovacim prvkem by mohl byt FIP1/RCP (FIP1/RCP - Rab11-family interacting
protein 1/Rab-coupling protein, protein 1 interagujici s rodinou Rabl1/protein parujici s Rab), vazebny partner
Rabl11, ktery interaguje s TGN golginem-97. Dalsi faktory retrogradniho transportu z RE puisobici na TGN jsou
oznafeny modfe. Lipid fosfatidylserin (PS), vyskytujici se na recyklujicich endozomech, se ukazal byt také
zasadni. Vaze protein evectin-2 (Evt-2), ktery dale interaguje s malym proteinem 2 aktivujicim Arf-GTPazu
(SMAP2). Proteiny transportovany touto drahou jsou vyznaceny cerveng.

(EEAL — early endosomal antigen 1, ¢asné endozomalni antigen 1; STx — Shiga toxin; STX — syntaxin; VAMP4
- vesicle-associted membrane protein 4, membranovy protein 4 asociovany s vezikuly; GS — Golgi SNARE;
TMF/ARA160 - TATA element modulatory factor/androgen receptor activator of 160kDa, modula¢ni faktor
TATA elementu/aktivator androgenniho 160kDa receptoru; GPP130 - Golgi phosphoprotein of 130 kDa,
fosfoprotein o hmotnosti 130 kDa ptitomny v GA; COG — conserved oligomeric Golgi complex, konzervovany
oligomerni komplex lokalizovany na Golgiho aparatu; GARP - Golgi associated retrograde protein complex,
retrogradni proteinovy komplex asociovany s Golgiho aparatem)

Ve vezikularnim transportu jsou nepostradatelné proteiny SNARE (soluble N-ethyl maleimide
sensitive factor adaptor protein receptor, receptor pro adaptorovy protein rozpustného faktoru
citlivého k N-ethylmaleimidu), pomoci kterych dojde k zachyceni vacku a jeho fuzi s cilovou
membranou. Vzdy se jednd o SNARE proteiny na cilové membrang, tzv. tSNARE (target, cilové
SNARE), a SNARE na vacku, tzv. vSNARE (vesicle, vezikularni SNARE). V transportu
z ¢asnych i recyklujicich endozomi na TGN funguji dva SNARE komplexy. Jednim je komplex
TGN tSNARE, tvoreny proteiny STX6/STX16/Vtila (STX, syntaxin), ktery vaze VSNARE
VAMP4. Druhym SNARE komplexem je STXS5/Ykt6/GS28/GS15 (GS, Golgi SNARE), kde
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proteiny STX5 a GS28 jsou TGN tSNARE a proteiny GS15 a Ykt6 potencialni vSNARE
(Amessou et al., 2007; Ganley et al., 2008; Mallard et al., 2002; Tai et al., 2004). Se SNARE
proteiny interaguji jesté tzv. ,tethering® faktory, které usnadiiuji zachyceni vacku na cilovou
membranu pied tim, nez zacnou fungovat SNARE proteiny. Se SNARE komplexem
STX6/STX16/Vtila/lVAMP4 kooperuje komplex GARP (Golgi associated retrograde protein
complex, retrogradni proteinovy komplex asociovany s Golgiho aparatem) tvofeny proteiny
Vps52-Vps53-Vpss4 (Liewen et al., 2005; Pérez-Victoria a Bonifacino, 2009). Druhym takovym
komplexem, ktery interaguje se SNARE nachazejicimi se na TGN je komplex COG (conserved
oligomeric Golgi complex, konzervovany oligomerni komplex lokalizovany na Golgiho aparatu).
COG interaguje s STX6, STX5 a STX16. Kli¢ovou podjednotkou COG komplexu pro tuto
interakci je Cog6 (Kudlyk et al., 2013; Laufman et al., 2011).

Kromé¢ GTPaz Rab se regulace vezikularniho transportu v buiice ucastni jest¢é GTPazy Arf a
GTPazy Arl. V retrogradnim transportu z ¢asnych endozomu a recyklujicich endozomt hraje roli
Arfl a jeji regulator AGAP2 (Arf GTPase activating protein 2, protein 2 aktivujici GTPazu Arf)
(Shiba et al., 2010). Jak ukazuje Nakai et al. (2013), pro retrogradni transport je potieba Arfl
v kombinaci s GTPazou Arf4. GTPaza Arfl také hlavni regulator transportu pomoci COPI vacka
pfes GA (viz kapitola 4.1). Jeji funkce v trasportu z endozomii do TGN muZe vnaset nejasnosti do
vyzkumu transportu z GA do ER. Kromé jiz zminénych je dulezity také protein ArlSb ptitomny
na TGN (Houghton et al., 2012).

3.4 Retrogradni transport z pozdnich endozomi

3.4.1 Transport pomoci malé GTPazy Rab9

V transportu z pozdnich endozomii do ER se ukazala byt klicovou GTPaza Rab9 (Lombardi et al.,
1993). Touto cestou jsou transportovany oba typy mandzo-6-fosfatovych receptort, jak na
kationtech zavisly (CD-MPR, cationt dependent MPR), tak na kationtech nezavisly (CI-MPR).
Dale byly objeveny dva proteiny interagujici s GTPazou Rab9 a hrajici roli v retrogradnim
transportu MPR. Jedna se o protein p40 a protein TIP47 (MPR tail interacting protein of 47 kDa,
47 kDa protein interagujici s ,,ocaskem* MPR) (Diaz et al., 1997; Diaz a Pfeffer, 1998).
Dulezitéjsi je protein TIP47, ktery zprostfedkovava vazbu Rab9 s vazanym GTP k MPR (Carroll
et al., 2001). Vizualizace transportnich kompartmenti mezi pozdnimi endozomy a TGN ukazala,
ze se jedna spise o vacky nez tubularni utvary a ze obsahuji Rab9. Na pozdnich endozomech bylo
navic mozné odlisit membranové domény obsahujici bud’ Rab9 nebo Rab7 (Barbero et al., 2002).

Protoze se jednd o vezikuldrni transport, hraji 1 zde roli SNARE proteiny a ,.tethering® faktory.

SNARE komplex potiebny pro transport z pozdnich endozomi je odliSny od komplext
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ucastnicich se transportu z ¢asnych a recyklujicich endozomti. Jedna se o komplex TGN tSNARE
skladajici se zproteini STX10/STX16/Vtila a vSNARE VAMP3 (Ganley et al., 2008).
,»LTethering® faktor GCC185 je vSak tentyz jako v draze zrecyklujicich endozomt a piimo
interaguje s Rab9 (Reddy et al., 2006). Burguete a kolektiv (2008) navrhli model, kde je nejprve
cytosolicky GCC185 vazan k Rab9, odtud je pfedan na GTPazu Rab6 vazanou na TGN. Béhem
tohoto pfiblizeni vacku a membrany TGN by mohlo dojit k interakci SNARE proteinti a fizi
vacku s TGN.

Nova studie ukazuje, ze krom¢é¢ MPR je touto drdhou z pozdnich endozomu retrogradné
transportovana endopeptidaza furin (Chia et al., 2011). Drahu z pozdnich endozomt do TGN

zobrazuje obr. 5.
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Obr. 5: Transport z pozdnich endozomi do TGN

Transport z pozdnich endozom® do TGN zprostfedkovava mala GTPaza Rab9, ktera v GTP-formé vaze naklad
(Cervené), a to pomoci proteinu TIP47 (MPR tail interacting protein of 47 kDa, 47 kDa protein interagujici
s ,,ocaskem* MPR). Modfe jsou oznacené faktory transportu z pozdnich endozomt ptisobicich na TGN.

(EEA1 — early endosomal antigen 1, ¢asné endozomalni antigen 1; LAMP — lysosom associated membrane
protein, membranovy protein asociovany s lysozomy; STX — syntaxin; VAMP3 — vesicle associated membrane
protein 3, membranovy protein 3 asociovany s vezikuly; CI-MPR, CD-MPR — cationt independent-, cationt
dependent-mannose-6-phosphate receptor, na kationtech nezavisly, na kationtech zavisly man6zo-6-fosfatovy
receptor)



3.4.2 Transport pomoci malé GTPazy Rab7b

Nejnovéjsi studie ukazuji existenci dalsi retrogradni drahy z pozdnich endozomut regulované
GTPazou Rab7b. Rab7b je homologem Rab7, nachazi se na pozdnich endozomech a lysozomech
a byla poprvé popsana na buiikach imunitniho systému (Yang et al., 2004). Ukéazalo se vsak, ze je
pfitomna i v jinych bunéénych liniich a kromé pozdnich endozomii a lysozomt se nachazi jesté na
TGN. Navic je nezbytnym faktorem retrogradniho transportu z endozomi do TGN, coz bylo
ukazano na transportu proteinu CI-MPR, podjednotky B Cholera toxinu (CTxB) a pozdé&ji i
sortilinu (Progida et al., 2010; Progida et al., 2012). ProtoZe se jedna o recentni studie, neni zatim
znamo, zda se skutecné jedna o novou nezavislou drahu, nebo zda Rab7b kooperuje v transportu s

Rab9 piipadné s retromerem.

4. Retrogradni transport z Golgiho aparatu do
endoplasmatického retikula

4.1 Transport zprostredkovany COPI vacky

Prvni objevenou a zndmé¢jsi retrogradni cestou pies Golgiho aparat do endoplasmatického retikula
je transport pomoci COPI vacki. Ten ale zaroven funguje 1 v anterogradnim transportu skrz GA.
Za vazbu nakladu a zakfiveni membrany vznikajicich vacka je zodpovédny tzv. coatomer. To je
komplex 7 proteinii skladajici se ze dvou subkomplexti. Prvnim je trimer podjednotek a, B" a &,
ktery formuje vnéjsi obal vacku a zakfiveni membrany, druhym subkomplexem je tetramer
podjednotek B, v, & a { tvorici vnitini vrstvu coatomeru, ke které je vazan naklad. Coatomer na
membrané Golgiho aparatu vaze naklad, coz je typicky KDEL receptor. Sekvenci aminokyselin
KDEL obsahuji proteiny cilené do endoplasmatického retikula. Kromé& nakladu vaze coatomer
jesté membranové proteiny z rodiny p24, které jsou také dulezitymi faktory pro vznik COPI vacku
(ptehledné zpracovano v Popoff et al., (2011)). Mezi proteiny vyuzivajici cestu pomoci COPI
patfi kromé proteinti endoplasmatického retikula protein ERGIC-53, ktery se nachdzi na

intermedialnim kompartmentu ER-GA (ERGIC) (Schindler et al., 1993).

4.1.1. Regulace transportu pomoci COPI vacki

Cely proces transportu z GA do ER pomoci COPI reguluje GTPaza Arfl (ADP-ribosylation factor
1, ADP-ribosyla¢ni faktor 1). Arfl se vaze v GTP-formé¢ do membran, dimerizuje a umoziuje
sestaveni coatomerni sit¢ (Beck et al., 2008; Palmer et al., 1993). Hydrolyza GTP na GDP
zajistuje zahrnuti nakladu do vacku (Lanoix et al., 1999; Malsam et al., 1999; Pepperkok et al.,
2000) a také rozbaleni vacku, tedy uvolnéni coatomeru z membran (Goldberg, 1999). Nova studie

je Castecné v rozporu s témito poznatky. Tvrdi, Ze GTPaza Arfl v GTP-formé je potfeba pro vznik

14



1 odstfizeni vacku, ale Ze neni nutnd hydrolyza GTP na GDP. Vacek pak ale zlstane obaleny
coatomerem (Adolf et al., 2013). Za prvotni zakiiveni vacku je ziejmé zodpovédny coatomer,
k odsttizeni vacku z Golgiho aparatu pak slouzi dimer GTP-Arfl (viz obr. 6) (Beck et al., 2011).
Procesy spojené s GTP-Arfl nebo GDP-Arfl reguluji proteiny GAP (GTPase activating protein,
protein aktivujici GTPazu) a GEF (guanosin nucleotide exchange factor, faktor vymeénujici
guanosinovy nukleotid). Proteiny GAP aktivuji hydrolytickou aktivitu GTPézy, dojde k rozstépeni
GTP na GDP a fosfat, coz obvykle GTPazu inaktivuje. Proteiny GEF katalyzuji vyménu GDP za
GTP a tim obvykle GTPazy aktivuji.

Jako GEF slouzi na trovni Golgiho aparatu protein GBF1 (Golgi brefeldin A-resistance factor,
faktor resistence k brefeldinu A lokalizovany na GA) (Kawamoto et al., 2002). Funkce GBF1 je
inhibovana brefeldinem A (BFA) a tak je cely transport pomoci COPI citlivy k BFA (Garcia-Mata
et al., 2003). Protein GBF1 tak hraje roli v indukci tvorby COPI vacku, protoze je zodpovédny za
vznik GTP-Arfl (viz obr. 6).

Jako GAP slouzi pro Arfl tii proteiny, ArfGAP1, ArfGAP2 a ArfGAP3. Ty tedy aktivuji GTPazu
Arfl aby stépila vazané GTP na GDP. Mohou tedy hrat funkci ve vybéru nakladu do COPI vacku
a v dalsich fazich pti odpadnuti coatomeru z vytvoreného vacku (viz obr. 6). Prvni objeveny byl
ArfGAP1 (Lanoix et al., 2001), pozdéji byly nalezeny jesté zbylé dva (Frigerio et al., 2007).
Vsechny tii proteiny se ve svych funkcich piekryvaji, pouze absence vSech vede k naruSeni
retrogradniho transportu pomoci COPI vacku (Saitoh et al., 2009). ArfGAP1 ma ale i funkce
nezavislé na COPI a je schopny se vazat sam do zakfivenych membran, zatimco ArfGAP2 a
ArfGAP3 se na membrany vazou pouze v ptritomnosti coatomeru (Bigay et al., 2003; Weimer et
al., 2008). Nejnovejsi prace naznacuji, ze ArfGAP1 mozna neni vibec potieba pro tvorbu COPI
vacku, mohl by tedy hrat roli pouze v jeho rozbaleni (Asp et al., 2009; Kartberg et al., 2010).
Kromé téchto zakladnich regulaci ovliviiuji vznik COPI vacku na Golgiho aparatu dalsi faktory.
K nim patii proteiny BARS (brefeldin A ADP-ribosylated substrate, BFA ADP-ribosylovany
substrat) a endophilin B. Oba interaguji s ArfGAP1 a ziejmé pozitivné ovlivituji puceni COPI
vacku (Yang et al., 2005; Yang et al., 2006). Dale je pro vznik COPI vacku potieba
diacylglycerol (DAG) vznikajici zkyseliny fosfatidové plisobenim enyzmu fosfatidat
fosfohydrolazy (Asp et al., 2009; Fernandez-Ulibarri et al., 2007). Carvou a kolektiv (2010) také
ukazali, ze pro retrogradni transport z GA do ER je nezbytnd vyména fosfatidylinositolu za
fosfatidylcholin pomoci PITPP (phosphatidylinositol transfer protein B, protein [ pifesouvajici
fosfatidylinozitol).

O tom zda vznikne COPI transportni membranovy utvar Uastnici se retrogradniho nebo
anterogradniho transportu se rozhoduje az poté, co zacne coatomer deformovat membranu.

LPAATy (lysophosphatidic acid acyltrasferase vy, acyltrasferaza y lysofosfatidové kyseliny)
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reguluje vznik COPI vacki pro retrogradni transport. Pisobenim jiného enzymu vznikaji COPI

tubularni Gtvary ucastnici se transportu anterogradniho (Yang et al., 2011).
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Obr. 6: Mechanismus vzniku a rozbaleni COPI vacku

GTPaza Arfl se v GTP-formé vaze do membrany Golgiho aparatu a vytvaii dimer. Vyména GDP za GTP je
umoznéna pomoci proteinu GBF1 (Golgi brefeldin A-resistance faktor, faktor resistence k brefeldinu A
lokalizovany na GA). Funkci GBF1 inhibuje brefeldin A (BFA) a blokuje tak transport pomoci COPI vacka.
GTP-Arfl umoziiuje vazbu coatomeru na membranu GA. Coatomer vaze proteiny z rodiny p24 a naklad (napf.
KDEL receptor). Pro vybér nakladu do COPI vacku je nezbytna GTPaza Arfl. Na membranu GA se vaZze mnoho
coatomernich jednotek, které nakonec vytvari sit’ (polymerizuji) a pii tom dochazi k zakiiveni membrany a
puceni vacku. Dimerni GTPaza Arfl je pak nezbytna pro odstiizeni vacku. Kdyz dojde k hydrolyze GTP
vazaného na Arfl, dojde K rozpadu coatomerni sité, uvolnéni coatomeru z membrany a tedy rozbaleni vacku.
Hydrolyzu GTP reguluje ArfGAP (protein aktivujici GTPazu Arf), konkrétné¢ ArfGAP2, ArfGAP3 a také
ArfGAPI1, jehoz funkce je méné jasna (viz text). (Pfevzato a upraveno dle piehledného ¢lanku Popoff et al.
(2011))

4.2 Transport pomoci malé GTPazy Rab6

Druha retrogradni cesta pfes Golgiho aparat do endoplasmatického retikula je zprostiedkovana
GTPazou Rab6 (Girod et al., 1999; Martinez et al., 1994; Martinez et al., 1997; White et al.,
1999), ktera hraje roli také v transportu z recyklujicich endozom do Golgiho aparatu (viz
kapitola 3.2). Existuji dvé izoformy Rab6, a to Rab6A a Rab6A" (Echard et al., 2000). Ob¢ tyto
formy se Gcastni retrogradniho transportu z Golgiho aparatu do ER, pfestoze izoforma Rab6A” se
ukéazala byt G¢inng&jsi nez Rab6A (Del Nery et al., 2006; Young et al., 2005).
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GTPaza Rab6 je aktivni v GTP-form¢. Transport, ktery zprostfedkovava je zavisly na
mikrotubulech (Martinez et al., 1997). Rab6 interaguje s molekularnim motorem dyneinem, ktery
slouzi k transportu po mikrotubulech. Tato interakce se odehrava pomoci proteinii bicaudal-D1
nebo bicaudal-D2 (BICDI1 a BICD2), ktery vaze komplex dynactinu a dyneinu (Matanis et al.,
2002; Short et al., 2002). Nov¢;jsi studie ukazala, ze Rab6 je schopna vazat lehky fetézec dyneinu,
DYNLRB1, piimo (Wanschers et al., 2008). Krom¢ mikrotubuli hraje v tvorbé transportnich
vacka spojenych s GTPazou Rab6 roli také aktin-myosinovy komplex (Miserey-Lenkei et al.,
2010). Retrogradni transport zavisly na Rab6 je regulovan proteinem YiplA nachazejicim se na
intermedidlnim kompartmentu ER-GA (ERGIC). YiplA pozitivné ovliviluje vazbu Rab6 do
membran (Kano et al., 2009).

Retrogradni transport pomoci GTPazy Rab6 na trovni Golgiho aparatu reguluje drahy definované
ZWI10/RINT1 (Zeste White 10/RAD50-interacting protein 1, Zeste White 10/protein 1
interagujici s RAD50) a COG komplexem. Oba slouzi nejspis jako ,.tethering™ faktory (Sun et al.,
2007).

Kromé¢ Rab6 se na Golgiho aparatu nachazi jesté mala GTPaza Rab33b. Ukézalo se, ze na rozdil
od Rabb6, ktera je zastoupena spiSe na trans-strané GA, se Rab33b naléza na stiednim GA. Zda se,
ze Rab33b ma podobné vlastnosti v retrogradnim transportu jako Rab6, ale jeji funkce nasleduje
az po Rab6. To naznacuje, ze by v ramci retrogradniho transportu na Golgiho aparadtu mohlo
dochazet k podobné vyméné Rab GTPaz jako pii maturaci ¢asnych endozomut v pozdni (Starr et
al., 2010). Tuto teorii podporuje i dalsi prace, ve které byl popsan komplex proteini Ricl a Rgpl
(ribosome control 1 a retrograde Golgi transport protein 1, protein kontrolujici ribozom 1 a
protein retrogradniho transportu pfes Golgiho aparat 1) jako efektor GTPazy Rab33b.
Heterokomplex Ricl-Rgpl vaze Rab33b v GTP-form¢ a nasledné katalyzuje vyménu GDP za
GTP na GTPaze Rab6 (Pusapati et al., 2012).

Pomoci Rab6 jsou pfes Golgiho aparat retrogradné transportovany glykosylaéni enzymy
(glykosyltransferazy) lokalizované v GA a B-podjednotka Shiga toxinu (Girod et al., 1999; White
et al., 1999). Nova studie ukazala, Ze tento transport vyuziva také caveolin-2 na své cesté pies GA

a ER do jadra (Jeong et al., 2012).

5. Prima cesta z endozomu do ER?

Existuje pfimy transport nakladu z endozomii do endoplasmatického retikula, ktery se vyhyba
Golgiho aparatu? Polyomaviry, které nikdy nebyly v Golgiho aparatu pozorovany, prochazi
endozomy a endoplasmatickym retikulem na své cesté¢ do jadra (viz kap. 7.2). Transport
cholesterolu do ER z pozdnich endozomii a lysozomu je také nejasny. Existuji ziejmé dvé drahy

transportu cholesterolu do ER, jedna pfes cytoplasmatickou membranu a druha ptima z pozdnich
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endozomi a lysozomt do ER (Neufeld et al., 1996; Underwood et al., 1998). Nejnovéjsi studie
ukazuji, ze mezi pozdnimi endozomy a endoplasmatickym retikulem vznikaji kontaktni mista, tzv.
meziorganelarni membranova kontaktni mista (inter-organelle membrane contact sites) (Eden et
al., 2010; Rocha et al., 2009). Pro jejich vznik jsou ziejmé zasadni proteiny STARD3 (StAR
related lipid transfer domain 3, doména 3 pienasejici lipidy pribuzna StAR) a STARD3NL
(STARD3 N-terminal like, protein N-terminalné podobny STARD3) nachazejici se na pozdnich
endozomech, které mohou na ER vazat proteiny VAP (VAMP-associated proteins, proteiny
asociované s VAMP) (Alpy et al., 2013). S proteiny VAP interaguje také komplex slozeny z
GTPazy Rab7 a proteinu RILP (Rab7 interacting lysozomal protein, lysozomalni protein
interagujici s Rab7) s vazanym molekularnim motorem dyneinem (Rocha et al., 2009). Komplex
Rab7 a RILP slouzi k transportu pozdnich endozomii a lysozomi z periferie buniky smérem
k jadru (Johansson et al., 2007).

Elektronova mikroskopie ukazuje, ze v meziorganelarnich membranovych kontaktnich mistech
vznikaji drobnd membranova spojeni mezi pozdnimi endozomy (popft. lysozomy) a ER. Navic ER
tésné obaluje pozdni endozom, se kterym je v kontaktu. Uvazuje se, ze by kontaktnimi misty mohl
byt transportovan receptor pro epidermalni rustovy faktor prochazejici ptes ER do jadra (Alpy et
al., 2013; Eden et al., 2010). Hladina cholesterolu v pozdnich endozomech ovliviiuje vznik
meziorganelarnich membranovych kontaktnich mist, proto existuje moznost, Ze i cholesterol je

transportovan do ER pies tato mista (Rocha et al., 2009).

6. Retrogradni transport toxinu

Nékteré rostlinné a bakteridlni toxiny vstupuji do bun¢k endocytézou a putuji retrogradné do
endoplasmatického retikula. Z ER unikaji do cytoplasmy, kde rizné¢ interferuji s pfirozenymi
bunécnymi mechanismy. Pro tuto praci jsem vybrala popis retrogradniho transportu bakterialniho
Shiga toxinu a rostlinného toxinu ricinu, protoze se vzajemné odliSuji jak svou cestou do

endoplasmatického retikula, tak mirou prozkoumanosti jejich transportu.

6.1 Retrogradni transport Shiga toxinu

Shiga toxin (STx) je proteinovy toxin produkovany bakterii Shigella dysenteriae. Patti do skupiny
tzv. ABs toxini. Sklada se z katalytické podjednotky A a péti podjednotek B. Podjednotka B
(STxB) je zodpovédna za retrogradni transport celého toxinu, protoZe je i sama schopnd byt
retrogradné transportovana stejnym zpusobem jako cely Shiga toxin (Sandvig et al., 1994).
Pivodni prace ukazaly, ze STx je transportovan z plasmatické membrany pies endozomy do

Golgiho aparatu a z néj dal az do endoplasmatického retikula (Sandvig et al., 1991; Sandvig et al.,
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1992). Poté, co se ukazalo, ze STxB je transportovana z recyklujicich endozomu piimo do GA a
vyhyba se tedy pozdnim endozomum (Mallard et al., 1998), se stal Shiga toxin U¢innym
nastrojem studia tohoto retrogradniho transportu. Diky nému byla odhalena drédha z recyklujicich
endozomi zavisla na Rab6 (Mallard et al., 2002) popsana v kapitole 3.2. Také cesta pies Golgiho
aparat pomoci Rab6 byla odhalena pfi studiu transportu STx do ER (Girod et al., 1999; White et
al., 1999), viz kapitola 4.2.

Pro transport STx z endozomti do Golgiho aparatu tedy plati poznatky popsané v kapitole 3.2 a
také 3.3. Transport STX z Golgiho aparatu do ER popisuje kapitola 4.2. Kromé téchto
mechanismi spole¢nych pro STx i pro bunééné proteiny vsak transport STx ma 1 sva specifika.
Aby se Shiga toxin dostal z endozomit do TGN, potiebuje membrany rezistentni k detergentim
bohaté na cholesterol (Falguicres et al., 2001) a také glykosfingolipidy (Raa et al., 2009).
S lipidickym slozenim membrany souvisi negativni regulace retrogradniho transportu STx pomoci
annexinu Al. Annexin Al tvoii pravdépodobné komplex s cytoplasmatickou fosfolipazou A2
(cPLA,) a tim inhibuje jeji funkci v indukci zakifiveni membran (Tcatchoff et al., 2012).

Ukéazalo se, Ze v transportu STx z endozomt do TGN hraji také roli komponenty retromeru, tfidici
nexiny, zejména SNX1 (Bujny et al., 2007; Utskarpen et al., 2007; Lieu a Gleeson, 2010).
Retromer ale funguje na ¢asnych a maturujich endozomech. Jak tedy mize ovliviiovat transport
STx z recyklujicich endozomt? McKenzie a kolektiv (2012) pftisli s vysvétlenim, ze SNXI1, resp.
retromer umoziuje piesun STx z ¢asnych endozomu do recyklujicich. Odtud je STx transportovan
do TGN prostfednictvim EHD1 (EPS15 homology domain containing protein 1, protein 1
obsahujici homologickou doménu s Eps15).

Kromé golginu GCC185 a golginu-97 (viz kap. 3.2) se ukazal byt pro STx dilezity golgin p230
(Yoshino et al., 2005). Také GTPaza Arll reguluje transport STx zendozomu do TGN
(Nishimoto-Morita et al., 2009). Dalsimi proteiny, které hraji roli v transportu STX z endozomi
do TGN, jsou ,,molekularni nizky* dynamin (Lauvrak et al., 2004), proteiny ezrin a moesin, které
vazi aktin,(Kvalvaag et al., 2013) a protonové pumpy, jejichz funkce pro pohyb STx neni jasna
(Lingelem et al., 2012).

Shiga toxin je navic schopny regulovat svij vlastni transport. STx napt. aktivuje protein kinazu
Cd (PKC9), ktera pak dale stimuluje retrogradni transport STx do TGN (Torgersen et al., 2007).
STx také aktivuje protein kinazu p38a, ktera podporuje presun STx do TGN (Wilchli et al.,
2008). Proti kinaze p38a pisobi B-arrestiny, které transport STx ovliviiuji negativné (Skanland et
al., 2009). Protein kinaza p38a pravdépodobné reguluje také flotillin-1 a flotillin-2, které jsou
dulezité pro cestu STx z endozomti do TGN (Pust et al., 2010). Navic se ukazalo, Ze transport
STx =zalezi na cytoplasmatické koncentraci vapenatych kationt (Wélchli et al., 2008).

K transportu Shiga toxinu jsou také nezbytné mikrotubuly a molekularni motor dynein. STx
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podporuje vznik mikrotubuli z monomerniho tubulinu (Hehnly et al., 2006). Tento proces je
regulovan GTPazou Cdc42 z rodiny Rho a jeji GAP ARHGAP21. Retrogradni transport STx je
inhibovan neustale aktivni formou Cdc42 (tedy v GTP-form¢) nebo nedostatkem ARHGAP21.
Shiga toxin tedy vyuziva GDP-Cdc42 (Hehnly et al., 2009).

6.2 Retrogradni transport ricinu

Ricin je proteinovy toxin ze semen rostliny sko¢ce obecného (Ricinus communis). Sklada se
z katalytické podjednotky A a podjednotky B, ktera ma vlastnosti lektinu (proteinu vazici cukerné
oligomery).

Ricin je také jako Shiga toxin endocytovan a transportovan pies endozomy a Golgiho aparat az do
endoplasmatického retikula, odkud unika katalyticka podjednotka A do cytoplasmy (Rapak et al.,
1997; van Deurs et al., 1985; van Deurs et al., 1986). Po endocytoze se ricin dostava do ¢asnych
endozomu charakterizovanych GTPazami Rab5 a Rab4 (Moisenovich et al., 2004). Odtud je
transportovan do TGN. Tento proces je nezavisly na GTPaze Rab9, fidici retrogradni transport
Z pozdnich endozomt, na GTPaze Rabl1 dulezité pro transport z recyklujicich endozomt a na
clathrinu (lversen et al., 2001). Naopak se ukazuje, Ze pro ptesun ricinu z ¢asnych endozomi do
TGN jsou potieba malé GTPazy Rab6A a Rab6A’, které se ve své funkci piekryvaji (Utskarpen et
al., 2006). Ricin tedy vyuziva podobny mechanismus jako Shiga toxin v transportu z recyklujicich
endozomd.

Podobné jako retrogradni transport Shiga toxinu z endozomti do TGN je i transport ricinu zavisly
na cholesterolu. Nizka i vysoka hladina cholesterolu v buné¢nych membranach blokuje piesun
ricinu do TGN (Grimmer et al., 2000). Cytoplasmaticka koncentrace vapenatych kationtli a
dynamin také reguluji transport ricinu podobné jako STx (Lauvrak et al., 2002; Llorente et al.,
1998). Na rozdil od STx, glykosfingolipidy nejsou pro tuto cestu potieba a dokonce jejich
nedostatek zvySuje U¢innost transportu ricinu z endozomd do TGN (Grimmer et al., 2006;
Spilsberg et al., 2003). Dalsim dulezitym faktorem je fosfatidylinositol 3-fosfat (PI3P), ktery
vytvaii fosfatidylinositol 3-kindza (PI3K), konkrétné¢ hVps34. Na PI3P se vazou tfidici nexiny
(SNX), z nichZ v retrogradnim transportu ricinu hraji roli SNX2 a SNX4 (Skéanland et al., 2007).
Tridici nexin SNX2 se ucastni retrogradniho transportu zavislého na derlinech (viz kapitola 3.1.4).
Bylo zjisténo, ze zvySeni vyskytu Spatné slozenych proteinii na cytoplasmatické membrané
zvysilo retrogradni transport ricinu z endozomt do GA. Ukazalo se, Ze transport ricinu je zavisly
na derlinu-1 (Dang et al., 2011).

Z obecnych faktort se transportu ricinu z endozomid do TGN tucastni SNARE proteiny, a to
konkrétné¢ STXS, GS15 a STX16, coZ naznacuje vyuziti dvou rtiznych SNARE komplext
STX5/Ykt6/GS28/GS15 a STX6/STX16/Vtila/VAMP4 (viz kap. 3.3) (Amessou et al., 2007).
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Cesta ricinu z TGN do endoplasmatického retikula je méné znama. Transport ricinu je blokovan
brefeldinem A (BFA) a nefunkénimi mutanty GTPazy Arfl, coZ by naznacovalo vyuziti COPI
vacki v retrogradnim transportu ricinu pies Golgiho aparat (Simpson et al., 1995; Yoshida et al.,
1991). BFA ma ale $irs$i pole plsobnosti nez jen blokovani retrogradniho transportu pomoci
COPI, zptsobuje také tubulaci endozomalnich kompartmentd a TGN (Lippincott-Schwartz et al.,
1991; Tooze and Hollinshead, 1992). GTPaza Arfl navic funguje i v transportu z endozomii do
TGN (Shiba et al., 2010). Ricin pro sviyj transport z GA do ER nevyzaduje COPI a dokonce ani
GTPazu Rab6A (Chen et al., 2002; Chen et al., 2003), coz by mohlo naznacovat novou
retrogradni cestu. Je ale nutno podotknout, Ze tyto prace nezahrmuly do vyzkumu isoformu
ER (Del Nery et al., 2006). Cestu ricinu pfes GA do ER reguluje cytoplasmaticka fosfolipaza A,
(cPLA,), ktera indukuje vznik vacki a tubulti na Golgiho aparatu (Grimmer et al., 2005; Klokk et
al., 2011).

V bunkach, kde byla naruSena struktura a funkce Golgiho aparatu, byl ricin stale schopny
transportu z TGN piimo do ER. Tato drdha je rezistentni k brefeldinu A a stile zavisld na
cholesterolu (Llorente et al., 2003). Zda se vSak jedna o drahu existujici i v bufikach s funkénim

GA neni znamo.

7. Transport malych neobalenych dsDNA virui do ER

7.1 Transport papillomaviri z endozomi do ER

Papillomaviry jsou malé neobalené viry s dvouvlaknovou DNA (dsDNA). Maji kruhovou DNA
uzavienou do ikosahedralni kapsidy tvofené hlavnim proteinem L1 a minoritnim L2.
Papillomaviry maji slozity replikacni cyklus. Infikuji bazéalni keratinocyty, ale produkce novych
virionli probihd az v diferencovanych keratinocytech. Jsou zodpovédné za vznik benignich i
malignich nadort u lidi a zvifat.

Mechanismus transportu papillomaviri cytoplasmou az do jadra je stale nejasny. Papillomaviry
vstupuji do bunék receptorem zprostfedkovanou endocytdzou. Poté putuji do ¢asnych endozomt a
nasledné¢ do kyselych pozdnich endozomi popt. lysozomalnich kompartmentti (znacenych
proteiny LAMP1 nebo LAMP2) (Day et al., 2003; Selinka et al., 2002; Schelhaas et al., 2012;
Zhou et al., 1995). V endozomech dochazi alesponn Kk ¢aste¢nému rozlozeni virovych ¢astic,
protein L1 se uvolni z komplexu proteinu L2 a genomu (Day et al., 2013; Smith et al., 2008).
Z endozomu je transportovan minoritni protein L2 spolu s genomem, prochazi pies trans-Golgi
sitovinu a endoplasmatické retikulum a nakonec se dostava do jadra (viz obr. 7) (Day et al., 2013;

Kamper et al., 2006; Laniosz et al., 2009). Unik z pozdnich endozomd umoziuje minoritni
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protein L2 prostifednictvim interakce s tfidicim nexinem 17 (SNX17) (Bergant Marusi¢ et al.,
2012; Bergant a Banks, 2013). SNX17 je zodpovédny za recyklaci a tifidéni riznych endogennich
proteini a brani jejich degradaci v lysozomech (Béttcher et al., 2012; Farfan et al., 2013; Lee et
al., 2008). Také y-sekretaza a protein S100A10 (podjednotka heterotetramerniho annexinu A2)
hraji roli v transportu papillomavirového genomu z pozdnich endozomt do jadra (Karanam et al.,
2010; Dziduszko a Ozbun, 2013). Unik papillomavirového genomu z pozdnich endozom reguluji
GTPazy Rab9a a Rab7b (Day et al., 2013), ob¢ zprostiedkovavaji retrogradni drahy z pozdnich
endozomil (viz kapitola 3.4).

Piekvapivé zjisténi piinesl Lipovsky a kolektiv (2013), ktery ve své genomické studii odhalil
dilezitost retromeru pro cestu lidského papillomaviru 16 (HPV16) do TGN. Podle této studie je
do TGN transportovan 1 majoritni protein L1, ktery podle jinych praci zlstava v pozdnich
endozomech (Day et al., 2013). Retromer navic funguje na ¢asnych a maturujicich endozomech
charakterizovanych GTPazou Rab5 a Rab7 nikoli na pozdnich endozomech obsahujicich Rab9 a
lysozomalni proteiny LAMP1 a LAMP2 (viz kap. 3.1). Otazkou tedy je, zda se jedna o dvé rtizné
cesty papillomaviri do TGN nebo zda muze byt role retromeru né&jak spojend s naslednym
transportem papillomavirti z pozdnich endozomt.

Transport papillomaviri se ukazal byt zavisly na mikrotubulech (Liu et al., 2001; Zhou et al.,
1995). Tento fakt podpotily dalsi studie, které odhalily, Ze molekularni motor dynein asociovany
s mikrotubuly je také potieba pro cestu papillomavirti do jadra. S dyneinem interaguje minoritni
protein L2, konkrétné s lehkymi fetézci DYNLT1 a DYNLT3 (Florin et al., 2006; Schneider et
al., 2011). Samotna cesta papillomavirit z TGN do ER je nejasna. Hraje v ni pravdépodobné roli
na ER lokalizovany syntaxin 18 (STX18), coz je tSNARE protein, se kterym interaguje protein L2
(Bossis et al., 2005; Hatsuzawa et al., 2000; Laniosz et al., 2007).

7.2 Transport polyomaviri z endozomii do ER

Polyomaviry jsou malé neobalené viry s kruhovou dsDNA. Jejich kapsida je ikosahedralni,
tvofena majoritnim proteinem VPl a dvéma minoritnimi VP2 a VP3. Polyomaviry infikuji
zivoCichy véetné Cloveéka. Zde se zamétim na opici polyomavirus 40 (Simian Virus 40, SV40),
mysi polyomavirus (MPyV), lidsky virus JC (JCV) a lidsky virus BK (BKV). JCV a BKV
obvykle u ¢lovéka nezptisobuji zddna onemocnéni, rizikové jsou pouze pro imunosuprimované
0soby. Polyomaviry vstupuji do bunék receptorem zprostfedkovanou endocytdézou, a poté putuji
patrné pies endoplasmatické retikulum do jadra. Transport polyomavir z cytoplasmatické
membrany do jadra neni stale pln¢ objasnén.

Jiz prvni prace ukazaly a nov¢jsi studie potvrdily, ze SV40 je transportovan z endozomti do ER a

pfii této cesté neprochazi Golgiho aparatem (Engel et al., 2011; Kartenbeck et al., 1989; Pelkmans
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et al., 2001). Transport SV40 je citlivy k brefeldinu A, je blokovan nefunkéni GTPazou Arfl i
protilatkami proti podjednotce coatomeru B-COP, se kterou i kolokalizuje. Tyto poznatky ukazuji,
ze SV40 vyuziva COPI vacky (Norkin et al., 2002; Richards, 2002; Norkin a Kuksin, 2005).
Spory se vedly o tom, jakymi endozomalnimi kompartmenty SV40 pti svém transportu prochazi.
Dlouho se uvazovalo o kompartmentu obohaceném o caveolin-1, ktery mél mit spise neutralni pH
(Pelkmans et al., 2001). Nova prace vSak ukazuje, ze SV40 prochazi kyselymi ¢asnymi a
pozdnimi endozomy, odkud je dosud nezndmym mechanismem transportovan do ER (viz obr. 7).
V této cesté je zasadni maturace endozomu, protoze neustale aktivni forma GTPazy Rab5 (ktera
brani maturaci ¢asnych endozomti v pozdni), inhibovala infekci bunék virem SV40 (Engel et al.,
2011).

Lidsky virus JC je transportovan také pies ¢asné endozomy, potiebuje funkéni Rab5 a nizké pH.
Neprochazi ale pfes pozdni endozomy, lysozomy ani GA, je piimo z asnych endozomu
transportovan do ER (viz obr. 7). Tento transport je zavisly na cholesterolu a je blokovan
brefeldinem A, tedy podobné jako transport ricinu z ¢asnych endozomi do ER (viz kap. 6.2)
(Ashok a Atwood, 2003; Querbes et al., 2006).

Transport viru BK je témét neznamy, nebyl pozorovan v Golgiho aparatu pti své cesté do ER a
jeho transport je citlivy k brefeldinu A (Low et al., 2006; Moriyama a Sorokin, 2008; Jiang et al.,
2009). Jiang a kolektiv (2009) ukazal také dulezitost derlinu-1 pro infekci BKV. Funkci derlinu-1
zde spojuji s inikem BKV z ER pomoci ERAD drahy. Derliny ale také podle novych poznatka
hraji roli v retrogradnim transportu a ucastni se i transportu ricinu z endozomi do GA (Dang et
al., 2011). Proto zlstava otazkou, v které fazi transportu BKV z cytoplasmatické membrany do
jédra se derlin-1 uplatiuje.

Mysi polyomavirus stejné jako SV40 prochazi pies ¢asné endozomy a pozdni endozomy, odkud
unika do ER. Pfi tom nebyl nikdy pozorovan v GA (Mannova a Forstova, 2003; Gilbert a
Benjamin, 2004; Liebl et al., 2006; Qian et al., 2009). Pro tuto cestu jsou dulezité¢ funkéni
GTPazy Rab5 a Rab7 (Qian et al., 2009). Na rozdil od SV40 vsak MPyV nevyuziva transport
zprostfedkovany COPI (Mannova a Forstova, 2003). Dalsi moznosti je i pfima cesta z Casnych
endozoml obsahujicich membranové oblasti bohaté na cholesterol, protoze prace Richterové a
kolektivu (2001) ukazala, ze nékdy dochazi k fizi mezi ¢asnymi endozomalnimi kompartmenty
obsahujicimi polyomavirové viriony a endoplasmatickym retikulem. Dvé prace ukazaly
ptitomnost MPyV v recyklujicich endozomech (Mannova a Forstova, 2003; Liebl et al., 2006).
Mannova a Forstova (2003) ale také ukazaly, ze MPyV nekolokalizuje s Rab6 spojovanou
s transportem z recyklujicich endozomu (viz. kap. 3.2). Nova studie ukazuje, ze MPyV skute¢né
do recyklujicich endozomu vstupuje, ale tato draha neni dilezita pro produktivni infekci viru (viz

obr. 7) (Zila et al., 2014).
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Obr. 7: Cesty zastupci papillomaviri a polyomaviri zendozomalnich kompartmentd do
endoplasmatického retikula

Drahy transportu malych neobalenych virti zustavaji malo poznané, obecné se vSechny vyhybaji Golgiho
aparatu. Lidsky papillomavirus 16 (HPV16, cern€) prochazi ptes ¢asné a maturujici endozomy az do pozdnich
endozomu odkud je jeho genom s minoritnim proteinem L2 transportovan za pomoci tfidiciho nexinu SNX17 do
TGN. Podle nové studie se v transportu HPV16 z endozomt do TGN uplatiiuje také retromer, neni vsak jasné,
zda se jedna o novou drahu nebo ucinkuje spolu se SNX17. Transport HPV16 z TGN do ER je nejasny, ucastni
se jej protein SNARE STX18 nachazejici se na ER. Opici polyomavirus SV40 (modie) prochazi také pies casné
a pozdni endozomy odkud je transportovan do ER neznamym mechanismem. Trasnportu SV40 se ucastni COPI
vacky. O transportu lidského viru JC (JCV, zelené) neni mnoho znamo, prochazi pies ¢asné endozomy, vyhyba
se pozdnim endozomim i GA. Drédha JCV je citilivd k brefeldinu A (BFA). Mys$i polyomavirus (MPyV,
Cerven€) prochdzi jako SV40 pies Casné a pozdni endozomy, jeho dal§i nejasny transport do ER je vsak
nezavisly na COPI véaccich. MPyV mozna prochazi do ER i pfimo z ¢asnych endozomil. V priibéhu infekce jej
muzeme nalézt i v recyklujicich endozomech, tato draha vSak neni dulezita pro produktivni infekci viru.
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Spolecnymi rysy transportu vSech uvedenych zéastupci polyomavirit je vyuziti mikrotubult
(Pelkmans et al., 2001; Richterova et al., 2001; Ashok a Atwood, 2003; Gilbert et al., 2003;
Damm et al., 2005; Moriyama a Sorokin, 2008; Jiang et al., 2009; Engel et al., 2011) a potieba
nizkého pH v endozomech (Ashok a Atwood, 2003; Liebl et al., 2006; Jiang et al., 2009; Engel et
al., 2011).

Krom¢ toho jsou pro polyomaviry klicové jejich receptory, které umoznuji jak vstup, tak jejich
dalsi cestu cytoplasmou az do ER (Tsai et al., 2003; Gilbert a Benjamin, 2004; Low et al., 2006).
Transport polyomavira JCV, BKV a SV40 je také blokovan inhibitorem transportu Shiga toxinu,
Cholera toxinu a ricinu. To naznacuje, ze transport jak téchto toxintl tak polyomavirid do ER sdili
nékteré spolecné rysy (Nelson et al.,, 2013). Objev, ze retromer je vyuzivan lidskym
papillomavirem 16 piinesl myslenku, zda neni retromer potieba také pro transport polyomaviri
(Bradbury, 2013; Lipovsky et al., 2013). Lipovsky a kolektiv (2013) sice ukazal, Ze retromer
S majoritnim proteinem VP1 viru SV40 pfimo neinteraguje, neznamena to ale, Ze tato piipadna
interakce nemiize byt nepiimd, nebo vyuzivand jinymi polyomaviry. Také neni znadmo, zda
polyomaviry neprochazi pfi svém transportu trans-Golgi sitovinou (TGN). VSechny prace sice
ukazuji, ze polyomaviry se nevyskytuji v Golgiho aparatu, ale pouze jedna na zaklad¢ elektronové
mikroskopie tvrdi, ze SV40 neprochazi TGN (Engel et al., 2011).

Kromé¢ toho nedavno objevené membranové kontakty mezi pozdnimi endozomy a
endoplasmatickym retikulem mohou predstavovat novou piimou cestu z endozomt do ER (viz
kap. 5). Pokud by se vbudoucnu ukazalo, Ze témito utvary skute¢né dochazi ke vstupu
endozomalniho obsahu do ER, bylo by zajimavé zjistit, zda tuto cestu mohou vyuzivat i

polyomaviry.
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8. Zavér

Retrogradni transport je pro buniku nezbytny proces, kterym Se vraci receptory a dalsi proteiny
z endozomt zpé€t na pivodni membranu Golgiho aparatu nebo endoplasmatického retikula poté co
vykonaji svou funkci. Bez funkcéniho retrogradniho transportu by buika vydavala obrovské
mnozstvi energie na neustalou syntézu novych receptord, protoze by dochazelo k jejich degradaci
v lysozomech.

Jak popisuje tato prace, drah pro retrogradni transport mezi endozomy, Golgiho aparatem a
endoplasmatickym retikulem je velké mnoZzstvi a velmi pravdépodobné jesté dalsi Cekaji na
objeveni. AC se mohou zdat jednotlivé drahy velmi odlisné, presto maji nékolik spolecnych rysu.
Vsechny uvedené retrogradni cesty jsou charakterizovany raznymi GTPazami, které maji zasadni
regulacni funkci. Obvykle je potieba jejich aktivni forma s vazanym GTP, ktera je schopna vazat
se do membran. Dalsi podobnosti je vyuziti proteini SNARE pro fizi transportniho utvaru, at’ jiz
vacku ¢i tubulu, s cilovou membranou. Konecné transportni membranové Gtvary obvykle vznikaji
Vv zavislosti na rozeznani specifického ndkladu receptorem.

Retrogradni transport zneuzivaji také nékteré toxiny a malé neobalené DNA viry. Do bunck
vstupuji receptorem zprostiedkovanou endocytdzou, dostanou se do endozomalni sité a odtud se
ptesouvaji do endoplasmatického retikula a v ptipad€ virti dale do jadra. Znalost retrogradnich
drah vyuzivanych témito cizorodymi proteinovymi Utvary je ale zna¢né rozdilna. Transport Shiga
toxinu je naptiklad velmi dobie znam, byla diky nému popsana retrogradni draha pomoci Rab6. Je
proto vyuzivan jako modelovd molekula pro studium tohoto transportu. Naopak retrogradni
transport ricinu a transport malych neobalenych dSDNA vird do endoplasmatického retikula je
spiSe nejasny. Pomérné vyrazna je role cholesterolu a mikrotubularniho cytoskeletu v transportu
virQ 1 toxind. Pfesto pro papillomaviry a polyomaviry plati, ze jejich cesta z endozomut do ER neni
ziejma.

Tato prace podava uceleny piehled o drahach retrogradniho transportu. Popisuje jejich
vezikularniho transportu. Tyto poznatky lze pak dale vyuzit pro studium transportu bakteridlnich i
rostlinnych toxint, které mtze slouzit k vyvoji €innych 1éciv. Také lze nové znalosti pouzit pro
studium transportu malych neobalenych DNA virti, ktery zlistdva 1 nadale zdhadou. To mize byt
uzitecné 1 pro aplikovany vyzkum, protoZe virim podobné Castice odvozené od kapsidovych
proteinti malych neobalenych virti 1ze vyuzit pro dorucovani lé¢iv ¢i genti do bunék. Konecné
fada chorob je spojend s poskozenym nebo nefunkénim retrogradnim transportem. Jeho studium

muze vést k odhaleni moznosti 1é€by takovych onemocnéni.
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