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Abstrakt

Cytoskelet hraje klicovou roli v procesu endocyt6zy. Po mikrotubulech se vacky pohybu-
ji k cilovym membrandam. Mikrotubuly se také ucastni tvorby membranovych tubult na
endozdémech, ze kterych jsou odStépovany recyklované vacky. Aktinova sit ma v ramci
endocytézy taktéZ nékolikery ucinek. V pripadé splyvani membran je jeji funkce jak po-
zitivni, tak i negativni, nebot' v posledni fazi vytvari mechanickou silu usnadnujici sply-
nuti, zatimco ve fazi prvni se chova jako fyzicka bariéra, kterou je pro tspésnou fuzi nut-
no rozrusit. Aktin se taktéz aktivné podili na odstépovani vackl. Aktinova sit' i mikrotu-
buly jsou tedy s endocytickou drahou propojeny v Case a prostoru. Spravné funkcni pro-
pojeni cytoskeletu s dynamikou endocytickych vacki je rizeno radou regulac¢nich pro-
teind. Mezi vyznamné regulatory aktinové sité patii napriklad proteiny Arp2/3, WASH
komplexu, WASP ¢i Rab a Rho proteiny.

Klicova slova: endoz6ém, endocytéza, aktin, Arp2/3, WASH komplex, Rab, Rho proteiny



Abstract

Cytoskeleton plays a key role in endocytic process. Vesicules move along microtubules
to target membranes. Microtubules also partake in the formation of endosomal tubules,
from which recyclated vesicules are splitted off. Actin network has in endocytosis multi-
ple effect as well. In the case of membrane fusion is its role both, positive and negative,
for it creates mechanical force which facilitates the fusion in last stage. By contrast, in
the first stage, it acts as a physical barrier, which needs to be removed. Actin also active-
ly participates in fission of vesicules. Actin network and microtubules are thus inter-
connected with endocytic pathway in time and space. Right functional connection of the
cytoskeleton with dynamics of endocytic vesicles is driven by many regulatory proteins.
Among important regulators of actin network belong for example proteins of Arp2/3,

WASH complex, WASP or Rab and Rho proteins.

Key words: endosome, endocytosis, actin, Arp2/3, WASH complex, Rab, Rho proteins



Seznam zkratek

AAA doména

Arf

Arp2/3

ATP

BAR
CART

CLIC/GEEC

CME

CORVET

CP

DHC

EEA1

ERC

ERM

ATPases associated with cell activities

ATPazy asociované s bunécénymi aktivitami
ADP ribosylation factor

ADP ribozylacni faktor

actin related protein 2/3

s aktinem spojeny protein 2/3
adenosintriphosphate

adenosintrisfosfat

Bin-Amphiphysin-Rvs

cytoskeleton-associated recycling or transport
s cytoskeletem asociovana recyklace nebo transport

clathrin independent carrier/GPI-AP-enriched endosomal com-
partment

klatrin independentni nosi¢/GPI-AP-obohaceny endozomalni kom-
partment

clathrin mediated endocytosis
klatrinem zprostredkovana enydocytéza
class C core endosome vacuole tethering
endozomalni vakuolarni vazani tridy C
capping protein

Cepickujici protein

dynein heavy chain

tézky retézec dyneinu

early endosome antigen 1

antigen casnych endozémi 1

endosomal recycling compartment
endozomalni recykla¢ni kompartment

ezrin/radixin/moesin



ESCRT

GAP

GDI

GEF

GPI

GTP

HOPS

IC

ILVs

MY

LC

LIC

MAGE-L2

MHC

endosomal sorting complexes required for transport
endozomalni tridici komplexy vyZzadované pro transport
GTPase activating protein

GTPazu aktivujici protein

GDP dissociation inhibitor

GDP disocia¢ni inhibitor

guanine nucleotide exchange factor

faktor vymeénujici guaninovy nukleotid
glycophosphatidylinositol
glykofosfatidylinositol

guanosintriphosphate

guanosintrifosfat

homotypic vacuole fusion and protein sorting
homotypicka fize vakuol a tifidéni proteint
intermediate chain

stfedni retézec

intraluminal bodies

intraluminalni téliska

junction mediating and regulatory protein
spoje zprostiedkujici a regulujici protein
light chain

lehky retézec

light-intermediate chain

lehky-stredni retézec

melanoma antigen family L2

melanomovy antigen rodiny L2

major histocompatibility complex

hlavni histokompatibilni komplex



MTOC

NPF

PAK1

PI

PI3K

PI(3)P

PI(3,5)P2

PI(3,4,5)P3

PI(4)P

PI(4,5)P2

PLCy

PX domain

Rab

ROCK

SNX

microtubule organizing centre
organizac¢ni centrum mikrotubuld
nucleation promoting factor

faktor spoustéjici nukleaci

p21-activated kinase 1

p21-aktivovana kinaza 1
phosphatidylinositol

fosfatidylinositol
phosphatidylinositol-3-kinase
fosfatidylinositol-3-kinaza
phosphatidylinositol-3-phosphate
fosfatidylinositol-3-fosfat
phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate
fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat
phosphatidylinositol-4-phosphate
fosfatidylinositol-4-fosfat
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
phospholipase Cy

fosfolipaza Cy

phox domain

phox doména

Ras like in rat brain

Ras podobny v krysim mozku

Rho associated coiled-coil forming kinase
s Rho asciovana coiled-coil formujici kinaza

sorting nexin



TRIM27

v/t-SNARE

VCA

Vps

Vrp
WASP

WAVE

WHAMM

WIP

tripartite motif-containing 27
tripartitni motiv obsahujici 27

vesicular/target SNAP (soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein) receptor

receptor vezikularniho/cilového SNAP (rozpustny NSF (N-
ethylmelimid-senzitivni faktor pripevnujici protein)

veprolin, cofilin, acidic

vacuolar protein sorting
vakuolarni tfidéni proteint
verprolin

Wiskott-Aldrich syndrome protein
protein Wiskott-Aldrich syndromu
WASP and verprolin homology
WASP a verprolin homologicky

WAS protein homolog associated with actin, golgi membranes and
microtubules

homolog WAS proteinu asociovany s aktinem, membranami Golgi-
ho aparatu a mikrotubuly

WASP interacting protein

s WASP interagujici protein
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1 Uvod

Cytoskeletem rozumime sit proteinovych vlaken. V pripadé mikrotubull a aktinovych
vlaken se jedna o sit dynamickou, zatimco intermediarni filamenta jsou stabilni, mecha-
nicky odolné struktury. Tyto vlastnosti odraZzi i jednotlivé funkce, jaké tyto typy cytoske-
letarnich struktur maji. Intermediarni filamenta jsou molekuly dodavajici buiitkdm pev-
nost, jako napiiklad keratiny v epitelidlnich a desminy ve svalovych bunkach. Mikrotu-
buly a aktinova filameta se naproti tomu ucastni dynamickych procesi, jako je déleni a
pohyb buriky a intraceluldrni pohyb organel. Svou roli hraji i ve splyvani a odStépovani
membran. Splyvani a odstépovani membranovych utvar - vacka - je zcela zasadni
v endocytické draze. Tato draha je mechanizmem, kterym burika pohlcuje molekuly ze
svého okoli, ¢i recykluje transmembranové proteiny vystavené na plazmatické membra-
né. Ustiednimi organelami této drahy jsou endozémy. Pravé splyvanim a od$tépovanim
endozomalnich vackl dochazi k maturaci jednotlivych endozomalnich kompartmenta a

tiidéni pohlcenych molekul.

Cilem této prace je popsat a vysvétlit mozné mechanismy, kterymi aktinova vladkna a

mikrotubuly ovliviiuji splyvani a odStépovani membran v endocytické draze.

2 Endozomalni kompartmenty

Hlavni tlohou endozdémi je roztridit endocytované proteiny a proteiny prijaté z Golgiho
aparatu tak, aby se kazda molekula dostala na misto svého urceni. Kam molekula zamifti,
zavisi na jejim konkrétnim typu a funkci. Nékteré molekuly budou po splnéni své role
uvnitt bunky recyklovany zpét na plazmatickou membranu (Hsu and Prekeris 2010),
jiné budou smérovany k degradaci do lysozomu (Piper and Katzmann 2007). Treti moz-
nou cestou molekul z endozému je navrat do Golgiho aparatu (Johannes and Popoff

2008).
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2.1 Endocytoza - predstaveni

Endocytéza, coZ je proces pohlcovani molekul bunkou zjejiho okoli, se da rozdélit do

vice typl na zakladé nékolika kritérii. Témi jsou napiiklad typ pohlcované latky, mecha-

nismus samotného pohlceni, ¢i proteiny ucastnici se daného typu endocytozy. Endocyto-

zu miZeme rozdélit napriklad nasledujicim zptisobem:

Typy endocytézy zavislé na aktinu:

klatrin-dependentni endocyt6za (CME) - Na plazmatické membrané tvori jamky
kryté klatrinem, do nichZ jsou soustfedény pohlcované molekuly. Po navazani
molekul na prislu§né transmembranové receptory dochazi ke zméné konformace
téchto receptorti, ¢imz je umoznéna jejich interakce s adaptorovymi proteiny.
S adaptorovymi proteiny posléze asociuji molekuly klatrinu. Takto vytvorené kla-
trinem kryté jamKy jsou odstépeny od membrany, ¢imz vznikaji endocytické vac-
ky. Tomuto kroku se také rika internalizace. Endocyticky vacek poté putuje dale
do buiiky, kde zahy splyva s dalsimi endocytickymi vacky a vytvari takzvany cas-
ny/tridici endozém (Kornilova 2014; M. N. ]. Seaman 2008; Huotari and Helenius
2011). Prikladem takto internalizovaného ndakladu je transferin vazany na
transferinovy receptor.

kaveolin-dependentni endocytéza - Membrany obohacené proteiny kaviny a ka-
veoliny vytvareji vchlipeniny s nakladem zvané kaveoly.

CLIC/GEEC draha - Pri pohlcovani nakladu, kterym jsou proteiny vazajici glyko-
fosfatidylinositol (GPI), se vytvari tubularni, ¢i prstencové membranové ttvary.
makropinocytéza - Je déj, pri kterém vznikaji vétvené membranové vchlipeniny,
které nasledné splyvaji mezi sebou, ¢i znovu s plazmatickou membranou, diky
¢emuz buiika absorbuje molekuly, které byly ve vnitinich prostorach téchto
vchlipenin.

fagocytéza - Builkky mechanismem fagocyt6zy pohlcuji vétsi objemy, jako napfi-
klad riizné patogeny, ¢i apoptotické zbytky jinych bunék. Z membrany jsou aktiv-
né remodelaci aktinu vytvareny vybézky smérem do okoli bunky, které uchvacuji

patogen a obriistaji ho, dokud neni burikou zcela pohlcen.
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e entéza - Touto endocytickou drahou je cela bunka pohlcena burkou jinou.
K tomuto dochazi v pripadé, Ze burika, jezZ bude nasledné pohlcena, ztratila kon-

takt s extracelularni matrix.
Typy endocytdzy nezavislé na aktinu:

e flotilin-dependentni endocytéza - Endocytovanym nakladem jsou proteoglykany
a CD59 - molekula podilejici se na ochrané vlastnich bunék organismu pred
komplementem. Tento typ endocyto6zy je, jak nazev napovida, zavisly na flotilinu,

typu proteinu, ktery je podobny kaveolinu.
Typy endocytdzy, u nichz zatim neni jasné, zda je aktin vyZadovan:

e arf6 dependentni endocytéza - Timto zplisobem jsou endocytovany napiiklad
MHC glykoproteiny I. tridy. Vznikaji opét tubularni, ¢i vezikuldrni membranové

utvary.

Vyse uvedené rozdéleni typd endocytézy a knim vztazené informace byly prevzaty

z prehledového ¢lanku (Doherty and McMahon 2009).

Z uvedenych typi endocytozy je nejlépe prozkoumana CME. Z tohoto diivodu se budou
udaje ve zbytku mé prace, pokud nebude uvedeno jinak, pravé klatrin-dependentni en-
docytdzy. Stejné tak, pokud nebude feceno jinak, se budou uvedené informace tykat sav-

¢ich bunék.

2.2 Typy endozéomii

Casny/tiidici endozém se procesem maturace méni na recyklujici endozém, ten posléze
na pozdni endozém, a ten splyva s lysozémem (Obr 1.) (Huotari and Helenius 2011),
(Gruenberg, Griffiths, and Howell 1989). Je nutné podotknout, Ze vzhledem
k proménlivosti a dynamice téchto struktur je pouZivana terminologie ponékud nekon-
zistentni. Naptiklad se miiZzeme docCist o tiidicim endozému, na némz se vyskytuji
recyklujici membranové tubuly, o samostatném recyklujicim endozému, nebo o endocy-

tickych recykla¢nich kompartmentech (ERC). Pro prehlednost uvadim terminologii, kdy
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se dany nazev endozému vztahuje kjeho funkci a umisténi v endocytické draze
z hlediska ¢asu a prostoru. Toto rozdéleni bylo zpracovano na zakladé (M. N. J. Seaman

2008) a (Kornilova 2014).

e cCasny endozom - Vznika fuzi endocytickych vacki odstépenych z plazmatické
membrany. Ma tubulovezikularni charakter.

e tiidici endozém - Jeho funkce i umisténi v endocytické draze se miize prekryvat
s endozoOmem casnym. Specifickymi mechanismy dochazi k tfidéni, takzvanému
,sortingu®, prijatého nakladu.

e recyklujici endozém - Ma tubulovezikularni morfologii a nachazi se bliZe k jadru
bunky, nez casny/tiidici endozém. Jeho funkci je recyklace nékterych molekul
zpét na plazmatickou membranu.

e pozdni endozém - Nazyva se také multivezikularni télisko. Jeho morfologie je
spiSe vezikularni, s mnoha vnitfnimi vacky, v nichz je uchovan naklad smérujici
do lysozému.

e lysozom - Organela slouzici k degradaci molekul, pohlcenych patogent atd.
Pozdni endozémy s nim splyvaji, ¢imz jsou uvolnény vnitini vacky s ndkladem
(proteiny integrované do jejich membrany) do lumen lysozomu.

e ERC - Témito kompartmenty prochazeji molekuly, které jsou recyklovany na
plazmatickou membranu tzv. pomalou recyklaci. Tedy nevraci se piimo
z Casného/tridictho endozému (rychla recyklace). Morfologie téchto organel je
tubularni, pravdépodobné vznikaji z ¢casného endozému odstépenim membrano-
vych tubulti z néj pucicich, zatimco vezikularni ¢ast casného endozému maturuje

v pozdni endozém.
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Obr. 1

Endocyticka draha. Sipky znazoriiuji tok endozomalnich vacki. Zpracovano dle (Kornilova 2014;
M. N. J. Seaman 2008)

Maturace endoz6mi je uskutecnéna splyvanim novych vackl s endozémem, a odstépo-
vanim vackad s jiz ,odtridénym*“ nakladem. Méni se jak morfologie endozému, tak sloZzeni
jeho membrany - to se tyce nejen membranovych proteinti, (Gautreau, Oguievetskaia,
and Ungermann 2014), ale i fosfatidylinositid{i - na ¢asnych endozémech se nachazi fos-

fatidylinositol-3-fosfat (PI(3)P) (Gillooly et al. 2000), na pozdnich fosfatidylinositol-3,5-
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bisfosfat (PI(3,5)P2) (Li et al. 2013) a na ERC fosfatidylinositol-4-fosfat (PI(4)P) (Jovic et
al. 2009). V priibéhu maturace se endozém v ramci buiiky fyzicky posunuje vice do cent-
ra, po mikrotubulech pomoci molekularnich motori (M. N. J. Seaman 2008). Pozdni en-
dozémy se tedy nachazeji v juxtanuklearni oblasti, zatimco c¢asné endozémy bliZe u

plazmatické membrany - coZ je dano i mechanismem jejich vzniku.

Tridéni proteint zacind uz v samotném casném endozému (Sheff et al. 2002). Proteiny
se znéj bud’ navraceji zpét na membranu pomoci odstépenych vackl - ¢emuz se rika
»rychla recyklace“ (M. N. J. Seaman 2008), nebo ziistavaji v endozému, ze kterého se
postupné stava recyklujici endozém. Z recyklujiciho endozému se proteiny mohou vacky
opét vracet na plazmatickou membranu - takzvana pomala recyklace (Hsu and Prekeris
2010), putovat do Golgiho aparatu, nebo stile zlistat v endozomalni membrané.
V priibéhu maturace endozému se také vytvareji takzvané intraluminalni vacky (ILVs)
(Piper and Katzmann 2007), coZ jsou vacky vytvorené vchlipenim endozémalni mem-
brany do lumen. Membranové proteiny, umistény v membrané vnitiniho vacku, jsou
proteiny urcené k degradaci. Uvnitt endozému ziistavaji az do chvile, kdy pozdni endo-

zOom splyva s lysozomem, kde jsou pak degradovany (M. N. ]J. Seaman 2008).

Celd endocyticka draha je esencidlni pro signalizaci, regulaci a rlist buiiky. Jak je ziejmé,
dutlezitou, takika hlavni roli, v ni hraje membranova fuze a odS$tépovani membranovych
vackl - at’ uz pro maturaci endozému, samotné tridéni proteind, ¢i prijimani proteint
z Golgiho aparatu a plazmatické membrany. OdStépeni a splynuti membrany je prvnim a
poslednim krokem ve vackovém transportu, ktery je zakladnim principem komunikace
jednotlivych endocytickych kompartmentt s Golgiho aparatem, plazmatickou membra-

nou a lysozomem.

3 Cytoskelet

Cytoskelet, tedy doslova ,kostra bunky*, je sit’' proteinovych vlaken, ktera slouZi nejen
k opore bunky. Kromé toho, Ze cytoskelet udrzuje tvar Zivoc¢iSnych bunék, podili se také
na fagocytoze, pohybu organel a vackli v buiikach, pohybu samotnych bunék a na bu-

nécném déleni.

17



RozliSuji se tfi typy cytoskeletarnich struktur - mikrotubuly, aktinova vlakna a interme-
diarni filamenta. Intermediarni filamenta jsou vlakna tvorena homodimery rtiznych pro-
teinli. ProtoZe dosavadni Uroven poznani ukazuje, Ze intermediadrni filamenta nehraji
v endocytoze Zadnou vyznamnou roli, zabyva se tato prace dale pouze mikrotubuly a

mikrofilamenty.

3.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly se skladaji z tubulinovych dimert, jeZ jsou tvofeny dvéma podjednotkami -
a-tubulinem a -tubulinem. Tyto tubulinové heterodimery se sklddaji do protofilament,
jeZ diky lateralnim vzajemnym interakcim tvori vysledny tubul. Mikrotubuly jsou polari-
zovanou strukturou, na které rozliSujeme (+) konec a (=) konec. V butikach mikrotubuly
rostou z nuklea¢niho centra (MTOC) tvoreného dal$Sim typem tubulinu - tubulinem Y.
V téchto nukleacnich centrech je mikrotubul kotven za sviij (=) konec. Stabilita mikrotu-
bulli zavisi na tom, zda je na jednotlivych heterodimerech navazana molekula GTP c¢i
GDP, pricemz GDP vlaknu udéluje nestabilitu. V diisledku toho dochazi k depolymeraci
vlakna. Stabilitu miiZe také ovliviiovat fada proteinii svou pfimou vazbou na jednotky

tubulinu. (Brinkley 1997; Wade and Hyman 1997)

3.1.1 Molekularni motory pohybujici se po mikrotubulech

S mikrotubuly je spjaty pohyb organel a vacki. Ten je umoznén interakci molekularnich
motorl s membranou a zaroven mikrotubulem. Molekuldrni motory pohybujici se po

mikrotubulech spadaji do dvou skupin - kineziny a dyneiny (Murray and Wolkoff 2003).

e kineziny - Témér vSechny typy kinezinG se pohybuji k (+) konci mikrotubulii.
Jsou to dimerické proteiny s ATP hydrolyzujici doménou na N-konci. Na C-konci
se nachazi vazebna doména. Kineziny pohybujici se k (-) konci mikrotubuli maji
vazebnou doménu na N-konci a motorovou doménu na C-konci. Nazyvaji se C-

termindlni kineziny. V souvislosti s vackovym transportem byly popsany napfti-

18



klad kineziny-1 na ¢asnych endozémech a kineziny-2 na pozdnich endozémech.
(Loubéry et al. 2008).

e dyneiny - Tyto molekuldrni motory pohybujici se k (-) konci mikrotubult jsou
oproti kinezinlm mnohem vétsi. Skladaji se ze dvou téZkych (DHC), stfednich
(IC) a lehkych-strednich tetézcti (LIC) a z Sesti lehkych retézct (LC), pricemz riz-
norodost dyneint je zplsobena produkci izoforem IC a LIC. S endozomalnimi
kompartmenty asociuji napriklad dyneiny obsahujici LIC1 a LIC2 (Tan, Scherer,
and Vallee 2011).

Endozémy a z nich od$tépené vacky se po mikrotubulech pohybuji v ramci buniky obéma
sméry. Prianterogradnim transportu jsou vyuZivany kineziny, protoze MTOC a tedy (-)
konec mikrotubulu se nachazi blize k jddru buiiky, zatimco (+) konec mikrotubuli se
nachazi blize k periferii buiiky. Pii retrogradnim transportu jsou pak ze zjevného diivo-
du vyuzivany dyneiny. Mikrotubularni molekuldrni motory také zplisobuji mechanické
vytahovani endozomalnich membran, diky ¢emuz vznikaji endozomalni membranové

tubuly (Soppina et al. 2009).

3.2 Aktinova sit

Aktinova vlakna jsou nejtenci z uvedenych struktur cytoskeletu. Skladaji se z monomert
aktinu. Toto vldkno ma dva odliSené konce, a sice (+) konec (barbed end) a (-) konec
(pointed end). Na (+) konci probiha polymerace vldkna snadnéji, neZ na (-) konci. Pro
rozliSeni se pro aktinové monomery ve formé tubulu pouziva oznaceni F-aktin (fibrilar-
ni), a pro monomery disociované v cytoplazmé G-aktin (globularni). (Beltzner and Pol-
lard 2008) Aktinova vlakna mohou rychlou polymeraci vytvaret mechanickou silu tlacici
na membranu. To ma za nasledek deformaci membrany, coz miiZe byt vyuzito pti vzniku
membranovych vacki. Rychld polymerace aktinu je také mechanismem meénavkovitého
pohybu améb, a pohybu vacki v nitru bunék na kratké vzdalenosti. Aktinova filamenta
se nachazi, kromé jiného, v podobé kortikalniho aktinu pod plazmatickou membranou a
na endozomech, na jejichZ membranach tvori ploSky sestavajici se z vysoce vétvenych

aktinovych vlaken (Beltzner and Pollard 2008).
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3.2.1 Molekularni motory pohybujici se po aktinovych vlaknech

Podobné jako u mikrotubuld, i s aktinovou siti interaguji molekuldrni motory. Jedna se o
myoziny, proteiny strukturné podobné kinezinlim. Myoziny se rozdéluji do nékolika
podtiid v zavislosti na tom, jakou konkrétni tlohu vykonavaji. U¢astni se naptiklad sva-
lové kontrakce, transportu vacku, stahovani kontraktilniho prstence pii cytokinezi a
vzniku mechanického pnuti membrany (Murray and Wolkoff 2003). Konkrétnimi typy
myozinl ucastnicich se vackového transportu jsou myozin I (Raposo et al. 1999), myozin

V (Yan et al. 2005) a myozin VI (Chibalina et al. 2007).

3.2.2 Proteiny ovliviiujici dynamiku aktinové sité

Polymerace aktinu do linearnich vldken je v buiice v dlisledku urcité koncentrace akti-
novych monomert samovolny proces. Tento proces je vSsak nutné regulovat. Mezi pro-
teiny, které posunuji rovnovahu reakce ve sméru aktinovych monomert, patii napiiklad
cepickujici (capping) protein (CP), ktery zabranuje polymeraci vazbou na rostouci konec
vlakna (Wear et al. 2003), ¢i cofilin a coronin, zplsobujici rozpad filament (Carlier et al.
1997). Profilin naopak napomaha polymeraci aktinovych vlaken upravou aktinovych
monomeru (Kovar et al. 2006). DtleZitou molekulou ovliviiujici dynamiku aktinové sité
je actin related protein 2/3 (Arp2/3). Tento komplex skladajici se ze sedmi podjednotek
umoznuje vznik vétvenych aktinovych filament. Arp2/3 interaguje s materskym vlak-
nem, a slouzi jako nuklea¢ni misto, ze kterého vyrlista nové, dcefinné vlakno. Forminy
jsou proteiny, které zptsobuji vznik dlouhych nevétvenych filament tim, Ze se vazi na

polymerujici konec vlakna a brani tak vazbé CP. (Beltzner and Pollard 2008)

3.2.2.1 Reguldtory proteinii ovlivriujicich dynamiku aktinové sité

Regulacni kaskady ovliviiujici dynamiku aktinu se nesestavaji pouze z jediného, na aktin
ptimo pilisobiciho, proteinu. Regulatory aktinu maji své vlastni regulacni proteiny, které

jsou taktéZ regulovany, atd. Tim je umoZnéna jemnéjsi modulace celé kaskady.
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Napriklad Arp2/3 komplex je sam o sobé velmi malo u€innym nukleatorem polymerace
aktinu. Jeho aktivita je vSak dale umocnéna proteiny, které se souhrnné nazyvaji nuklea-
ci spoustéjici faktory (NPF) (Derivery et al. 2009). Témito faktory jsou proteinové kom-

plexy rozdélené do Ctyt nasledujicich rodin:

e WASP - Reguluji polymeraci aktinu pri fagocytéze, pti internalizaci a pfi tvorbé
panoZek. Také bylo zjiSténo, Ze za urcitych podminek se podileji na tlaceni endo-
z6mu cytoplazmou rychlou polymeraci aktinu. (Benesch et al. 2002)

e WAVE - Uéastn{ se taktéZ fagocytézy a tvorby panozek. (Derivery et al. 2009)

e WASH - Tento komplex skladajici se z péti podjednotek aktivuje Arp2/3 na po-
vrchu endozémi. Konkrétné na endozémech tridicich a recyklacnich, kde timto
vytvari aktinové domény. (Derivery et al. 2009).

e WHAMM/JMY - WHAMM proteiny se podileji na udrzeni morfologie Golgiho apa-
ratu (Campellone et al. 2008), zatimco JMY proteiny, pres podobnost s WHAMM,

reguluji transkripci a buné¢nou migraci (Zuchero et al. 2009).

VSechny proteiny z vySe zminénych rodin obsahuji C-koncovou Verprolin homologickou
(VCA) doménu. Touto doménou jsou schopny vazat zaroven aktin a Arp2/3, ¢imz usnad-

nuji pocatek polymerace nového vladkna. (Hiifner et al. 2001).

NPF jsou regulovany dal$imi proteiny. Mezi ty patii Rho GTPazy, které ovliviiuji dyna-
miku aktinové sité nejen skrze NPF (Eitzen 2003). Rho GTPazy patii do Ras superrodiny,
stejné jako Rab GTPazy (Croisé et al. 2014). Obé tyto skupiny malych monomernich GT-

Paz se podileji na regulaci bunéc¢ného vezikularniho transportu.

4 Splyvani membran

4.1 Obecné mechanismy

V bunkach existuje specificky mechanismus, jehoZ ukolem je zajistit uspésSné splynuti
dvou membran. Hlavnimi ucastniky tohoto procesu jsou proteiny zvané Rab, vazajici

komplexy (tethers), a v neposledni radé SNARE proteiny (Bonifacino and Glick 2004).
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4.1.1 Rab proteiny, ,tethers“a SNARE proteiny

Rab proteiny jsou malé, monomerni GTPazy z Ras superrodiny, fungujici jako regulatory
intracelularniho vezikuldrniho transportu. Pod kontrolou Rab probihaji vSechny ctyfti
faze - puceni vacku, transport vacku, ukotveni vacku na cilové membrané, a kone¢né
splynuti obou membran. Aktivita Rab je regulovana vazbou GTP, potazmo GDP. Rab
s navazanym GTP je aktivni, membranové vazany protein. Aktivace a deaktivace Rab
skrze vazbu nukleotidu je Fizena specifickymi proteiny - faktorem vyménujicim guanin
(GEF), GTPazu aktivujicim proteinem (GAP), a inhibitorem disociace GTP (GDI). (Bhuin
and Roy 2014)

Aktivni Rab proteiny maji fadu efektori. Jsou to naptiklad molekuly zvané v anglickém
jazyce tethers (Brocker, Engelbrecht-Vandré, and Ungermann 2010). ProtoZe jsem nena-
Sla zadny pouzivany cesky ekvivalent, budu je dale nazyvat ,vazajici komplexy“. Tyto
vazajici komplexy jsou membranové vazané proteiny nezbytné k ukotveni vacku na cilo-
vou membranu a k dostani obou membran do blizsiho kontaktu. Po pribliZeni membran
dochazi k reakci SNARE proteinti. To jsou molekuly umisténé na vezikularni membrané
(v-SNARE) a na cilové membrané (t-SNARE). Pokud vacek dorazil ke spravnému cili, v-
SNARE a t-SNARE proteiny jsou navzdjem ,komplementarni“. Diky tomu pak vytvori
coiled-coil strukturu, zapletou se do sebe, a tim fyzicky pribliZi obé membrany natolik,
Ze dojde k vytla¢eni molekul vody a obé membrany splynou. (Cai, Reinisch, and Ferro-

Novick 2007)

4.1.2 Role aktinu ve splyvani membran

Ve splyvani membran hraje aktin jak pozitivni, tak negativni roli. Spontannimu splyvani
membrany vacku s povrchem bunky brani vétvena vlakna kortikalniho aktinu, ktera se
nachazi z vnitfni strany plazmatické membrany. Tato aktinova sit fyzicky znemoznuje
dostatecCné priblizeni membran. Je tedy treba tuto sit rozvolnit, aby se vacek dostal do

tésné blizkosti plazmatické membrany. (Eitzen 2003)
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4.1.2.1 Remodelace kortikdlni aktinové sité pomoci Rho GTPdz

Za remodelaci kortikalni aktinové sité jsou zodpovédné Rho GTPazy (Croisé et al. 2014).
Rho proteiny vytvari membranové domény, ve kterych asociuji jejich efektory - aktin
vazajici proteiny, proteiny zptisobujici zakriveni membran a pro Rho potiebné GEF pro-
teiny. S témito doménami je spjata také fosfatidylinositol 3-kindza (PI3K) (de Curtis and
Meldolesi 2012), diky ¢emuz jsou Rho domény obohaceny o fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfat (PI(3,4,5)P3). Tim vznika specificka platforma pro konkrétni déje na plazma-
tické membrané (Heo et al. 2006). Dalsim efektorem Rho je fosfatidylinositol 5-kinaza
(PI5K), diky které vznika fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (P1(4,5)P2) (Eitzen 2003). Ten
je zirejmé dilezity pro uskupeni vazajicich komplexii na membrané, a slouzi tak jako
znacka pro cileni vackd, které maji splynout s plazmatickou membranou. Navic reguluje
aktivitu WASP, potazmo tedy Arp2/3 (Rozelle et al. 2000). PI(4,5)P2 také stimuluje
ezrin/radixin/moesin (ERM) proteiny, které maji nuklea¢ni aktivitu (Defacque et al.

2000).

Efektorem RhoA jsou forminy a WASP, overexprese RhoA v neuroendokrinnich burnkach
indukuje polymeraci kortikalniho aktinu. Nasledkem toho je inhibovana exocytdza (S.
Gasman et al. 1999). Stejny vliv ma vysoka hladina RhoA na sekreci v neutrofilech. Tato
skute¢nost napovida, Ze RhoA musi byt v neaktivnim stavu, aby uspésné doslo ke sply-
nuti vac¢ku s plazmatickou membranou. RhoA také aktivuje PI-4 kindzu, potaZmo tedy
indukuje produkci PI(4)P. Tyto fosfatidylinositidy jsou v kvasinkach nutné pro transport
sekrec¢nich granuli na periferii bunikky pomoci myozinu. (S. Gasman et al. 1998). Je tedy
mozné, Ze inaktivace RhoA, kterd by vedla ke sniZeni hladiny PI(4)P, ma za nasledek

uvolnéni sekrecnich vacki z preexistujictho aktinového filameta, a tedy umoznéni ukot-

veni vacku na plazmatické membrané (Croisé et al. 2014).

Pro uUspésné splynuti membran je vSak nutné, aby rozvolnéni kortikalni aktinové sité
bylo pouze docasné. Bylo prokazano, Ze pouziti latek rozruSujicich aktinovou sit
v nizsich koncentracich splyvani vacka s plazmatickou membranou usnadiuje, zatimco
pouziti vyssSich koncentraci téze latky zplsobi zastaveni exocytézy - vacky
s plazmatickou membranou nesplynou (Muallem et al. 1995). Aktinova sit’ je tedy prav-
dépodobné potieba v pozdéjSich fazich splyvani membran, ve chvili, kdy se vacek

uspésné dostal do tésné blizkosti plazmatické membrany a je kotven vazajicimi faktory.
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Opétovnou polymeraci aktinové sité zptisobuji Rho GTPazy Cdc42 a Racl. Obé tyto GT-
Pazy stimuluji polymeraci kortikalniho aktinu aktivaci fosfolipazy C y (PLCy). Diky tomu
je produkovan inositoltrisfosfat, ktery vyvola vzriist koncentrace vapniku uvnitr buriky.
(Hong-Geller and Cerione 2000). To je signal pro p21 protein (Cdc/Rac)-aktivovanou
kinazu 1 (PAK1), kterd zptlisobi remodelaci aktinu na plazmatické membrané (Allen et al.
2009). Cdc42 také stimuluje opétovné vytvoreni aktinové sité aktivaci NPF pro Arp2/3 -
WASP a formini (Stéphane Gasman et al. 2004). Cdc42 miiZe navic podporovat mem-

branovou fuzi interakci s proteiny SNARE komplexu (Nevins and Thurmond 2005).

Jednotlivé Rho proteiny se navic vzajemné negativné ovliviiuji. RhoA aktivuje s Rho-
asociovanou coiled-coil formujici kinazu (ROCK). Tato kinaza inhibuje funkci Racl. (Jeon
et al. 2012). To by mohlo byt vyhodné, vzhledem k tomu, Ze tyto Rho GTPazy ziejmé hra-

ji roli v jinych ¢asovych fazich splyvani membran.

Vsechny Rho proteiny jsou na membrané vazany skrze isoprenylovou kotvu. Nenachaze-
ji se pouze na plazmatické membrané, v mensim mnoZstvi jsou i na Golgiho aparatu, se-
krecnich vaccich, vakuolach a lysozémech. Na vsech téchto mistech se mohou podilet na

remodelaci aktinové sité spjaté s membranou dané organely. (Eitzen 2003).

4.1.2.2 Mechanismus piisobeni aktinovych vldken na fiizi vackii s plazmatickou
membrdnou

Negativni role aktinové sité pti splyvani vackil je ziejma. Jakym mechanismem by vSak
mohla aktinova vlakna splyvani naopak usnadiiovat? MoZnou odpovédi na tuto otazku

je model predstaveny v praci (Nightingale, Cutler, and Cramer 2012) (Obr. 2).

Po splynuti membran, které je zprostredkovano interakci prislusnych SNARE protein,
se na plazmatické membrané vytvari pér. Ten se bud’' dale rozsituje, ¢cimZ nakonec dojde
k zaclenéni membrany celého vacku do povrchu buiiky, nebo k jeho zavieni, aniZ by do-
Slo ke splynuti vacku s plazmatickou membranou, pak se jedna o takzvany kiss and run
proces. Chvili po splynuti lipidickych dvojvrstvev dochazi k rychlé tvorbé aktinového
plasté/prstence okolo splyvajici organely. Soucasti tohoto aktinového utvaru je také
myozin II. (Jerdeva et al. 2005). MoZné mechanismy toho, jak aktinovy plast/prstenec

v asociaci s myozinem II podporuje fuzi vacku s plazmatickou membranou, jsou dva.
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Prvnim je produkce mechanické sily pomoci stahovani se aktomyozinové struktury, tedy

pirimé tlaceni na splyvajici vacek (Obr. 2).

Flazar.cko'
membraha

ak'tomjozinova’
kontrakee

Obr. 2

Model aktomyozinového prstence okolo vylévajiciho se vacku na plazmatické membrané. Pohyb
myozinu II (zelena) po aktinovych vlaknech (Zlutd) v naznaceném sméru zpisobuje kontrakci
prstence, ¢imz usnadnuje uplnou fuzi vacku s membranou a vyliti nakladu. Zpracovano dle
(Nightingale, Cutler, and Cramer 2012).

Dals$i moznosti je to, Ze stahy aktomyozinové struktury maji za nasledek stabilizaci sply-
vajicich organel, ¢imz brani energeticky vyhodnéjSimu procesu uzavirani membranoveé-
ho poru. Tvorba vySe zminéného aktinového prstence je umoznéna diky Arp2/3 kom-
plexu, ktery je zde aktivovan WASP, a ten je zase pod kontrolou Cdc42 - tedy Rho GTPa-

zy Ucastnici se prestavby kortikalniho aktinu v prvnim kroku splyvani membran.
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membranami, které maji splynout, je velkda odpuzujici elektrostaticka sila. Polymerace
aktinovych vlaken ve chvili, kdy jsou membrany jiZ natolik blizko, Ze se odpuzuji, by
mohla vytvorit mechanickou silu pisobici vopacném smeéru, a membranu vacku

k plazmatické membrané ,dotlacit”.

4.2 Fuze endozomalnich membran

4.2.1 Molekuly ucastnici se fuze endozomalnich membran

Fluze endozémi je fizena typové stejnymi molekulami, jako fize vacki s plazmatickou
membranou. Konkrétni proteiny jsou vsak jiné nez na plazmatické membrané, a lisi se i

v pribéhu endolysozomalni drahy.

Jak jiz bylo recCeno, regulatory membranové fize jsou proteiny z rodiny Rab GTPaz. Na
¢asnych endozoémech je touto GTPazou Rab5 . Rab5 se v priibéhu pfemény casnych en-
dozému na pozdni méni na Rab7. (Rink et al. 2005). Vezikularni jadro recyklujicich en-
dozdémii je obohaceno o Rab11, zatimco na tubulech tohoto typu endozému se vyskytuje
Rab4 (Sonnichsen et al. 2000). Tyto GTPazy tak zaroven slouZi jako jakési ,znacky“ pro

jednotlivé typy endozém, ¢i pro odlisSné endozomalni membranové domény.

Tyto GTPazy na endozomech aktivuji své cilové molekuly - vazajici komplexy a SNARE
proteiny. Z endozomalnich vazajicich komplexti jsou nejznaméjsi ziejmé komplexy
CORVET a HOPS - heterohexamery nachazejici se na casnych a pozdnich endozémech
(Balderhaar and Ungermann 2013) a EEA1 - coiled-coil vazajici komplex, pouZivany cas-

to jako marker ¢asnych endozémi .

Na endozomalnich membranach nachazi domény tvorené vétvenym aktinem. Ty vznikaji
diky interakci Arp2/3 koplexu sjeho endozomalnim NPF - a sice WASH komplexem
(Derivery et al. 2009).
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4.2.2 Role cytoskeletu v endozomalni fazi

Do dnesnich dnti nenf jasné, zdali se miizou aktinové domény na endozomdlnich mem-
branach chovat podobnym zplisobem jako kortikalni aktin pod plazmatickou membra-
nou. Za predpokladu, Ze tomu tak je, musi pro uspésSnou endozomadlni fazi dojit
k rozvolnéni aktinovych domén. Vzhledem k tomu, Ze jedinym znamym regulatorem
dynamiky aktinu na endozémech je WASH komplex, bylo by toto rozvolnéni ziejmé zcela
pod kontrolou tohoto komplexu. WASH komplex sdm je pak regulovan mechanismem
odliSnym od regulace NPF na plazmatické membrané, kde je funkce WASP pod kontro-
lou Rho GTPaz. Aktivita WASH komplexu je regulovana E3 ubiquitin ligadzou TRIM27,
jejiz funkce je dale zesilena vazbou proteinu MAGE-L2. Ubiquitinylace WASH komplexu
ma za nasledek jeho aktivaci. Pokud je zabranéno tomu, aby WASH komplex mohl byt
ubiqutinylovan, je jeho schopnost tvorby aktinovych domén narusena. (Hao et al. 2013).
To by mohlo byt mechanismem rozvolnéni téchto domén, a tedy i mechanismem, ktery

by usnadiioval endozomalni fuzi.

Faktory zplisobujici membranovou fazi - vazaci komplexy a SNARE proteiny asociuji do
membranovych domén s Rab GTPazami. Ke splyvani tedy dochazi v mistéch téchto Rab
domén. Vzhledem k malé velikosti endozomalnich kompartmentd, a tudiz jejich ztiZe-
nému pozorovani ovSem neni snadné urcit, jestli tyto Rab domény presné kolokalizuji
s doménami vétveného aktinu. Je tedy mozné, Ze k flizi endozémi dochazi v mistech, ve
kterych se aktinové domény nenachazeji, a poté by rozvolnéni aktinu pro splynuti endo-

zomalnich vackl nutné nebylo.

Vzhledem k tomu, Ze s endozomy asociuje myozin [ (Raposo et al. 1999), je moZné Ze by
spoluprace tohoto motorového proteinu s aktinem mohla vytvaret mechanickou silu,
ktera by, stejné jako v pripadé aktinového prstence na vaccich splyvajicich
s plazmatickou membranou, mohla stlacit splyvajici organely, a tim dokoncit proces je-

jich faze.
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5 O0Odstépovani membran

5.1 Obecné mechanismy odstépovani vacki

Odstépovani vacki z plazmatické membrany je prvnim krokem endocytické drahy. Va-

¢ek vypuci z membrany diky specializovanym molekuldrnim mechanismim, nacez je

pomoci malé GTPazy - dynaminu odstépen (Sweitzer and Hinshaw 1998).

5.1.1 Proteiny ucastnici se endocytozy

Nasleduje rozdéleni proteinti ucastnicich se endocytozy, které je rozclenéno na zakladé

¢asové pozice v priibéhu endocytézy. Tyto moduly, a informace k nim, pokud neni uve-

deno jinak, byly prevzaty z (Mooren, Galletta, and Cooper 2012). U kvasinek jsou defino-

vany ¢tyti moduly, a sice:

modul plastovych proteinti — Plastové proteiny pokryvaji membranu puciciho
vacku a napomahaji jeho formovani.

aktinovy modul - V kvasinkach je polymerace aktinu pti CME spousténa Arp2/3,
ten je ovSem, na rozdil od savcitho Arp2/3, schopen spoustét polymeraci aktino-
vych vladken i bez NPFs (Wen and Rubenstein 2005). Ty tedy slouZi ziejmé jen ja-
ko regulatory vylad'ujici aktivitu Arp2/3. Kvasinkovymi NPFs pro Arp2/3 jsou
Las17 (homolog savéiho WASP), dva myoziny typu I - Myo3 a Myo5, Panl a
Abp1l. Negativnim regulatorem Arp2/3 v kvasinkach je coronin. Pro spravny pri-
béh endocytdzy je nutny turn-over aktinu, tedy rozpad starych vlaken na mono-
mery, které jsou vyuzity pro stavbu vlaken novych. Rozpad vlaken probiha diky
cofilinu, coroninu a Aip1, pri¢emZ nejvétsi vliv ma prvni z nich.

WASp/Myo modul - Modul regulatort dynamiky aktinové sité. Z téchto regulato-
rd je v kvasinkach nejlépe prozkoumany WASp/Las17. K mistu endocytézy loka-
lizuje pred Arp2/3 a aktinem. Jeho schopnost regulovat polymeraci aktinu neni
omezena ziejmé jen na aktivaci Arp2/3, vzhledem k rozdilnym fenotypiim mu-

tantli, kterym Las17 uplné chybi a mutantd, kde je narusena vazba mezi Las17 a
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Arp2/3. Pokud je Las17 z bunky deletovan, z prostoru pod plazmatickou mem-
branou uplné mizi kortikalni aktinové oblasti. V pripadé, kdy je znemoZnéna vaz-
ba Las17 a Arp2/3, je naruSeno nacasovani a pohyb endocytickych struktur,
avSak polymerace aktinu eliminovana neni. Kromé Arp2/3 interaguje Las17
s dalSimi proteiny, z nichZ nékteré inhibuji jeho aktivitu. Tato regulace je nutna,
protoze Las17 neni autoinhibovan, a v ¢asnych fazich endocytézy neni vhodné,

aby proteiny zptlisobujici polymeraci aktinu byly aktivni.

Proteiny negativné regulujici aktivitu Las17 jsou Syp1, Slal a Bbc1, pri¢emzZ dru-
hé dva zminéné kooperuji, aby k inhibici Las17 doslo. Jakmile Syp1 z mista endo-
cytézy mizi, inhibice Las17 je zruSena. Negativni regulace Lasl7 pomoci
Slal/Bbcl je zruSena pomoci pozitivniho regulatoru Las17 - Bzz1l. Ten k mistu
endocytozy prichazi tésné pred zacatkem polymerace aktinu. Obsahuje F-BAR
doménu, ktera rozpoznava zakfivené membrany, diky ¢emuZ zprostredkovava
spravné nacasovani polymerace aktinu. Dalsi aktivatory Arp2/3 - Myo3 a Myo5
obsahuji kyselou/DDW Arp2/3 vazajici doménu. Myo5 je autoinhibovan pomoci
své TH1 domény, ktera se vaze na sviij C-konec, kde se nachazi zminéna kyse-
14/DDW doména, coz brani Myo5 interagovat s Vrp1(verprolin). A pravé interak-
ce Myo5 s Vrp 1 je kriticka pro schopnost Myo5 aktivovat Arp2/3. Inhibovat akti-
vaci Arp2/3 pres Myo5 miZe, alesponi ¢astecné Cmd1 (calmodulin). Jeho interak-
ce s Myo5 miiZe branit vazbé Vrpl na Myo5. Tato negativni regulace zprostired-
kovana Cmd1 je redukovana vdpenatymi ionty. DalSim aktivatorem Arp2/3 je
v kvasinkach Panl, ktery, stejné jako Myo5 obsahuje kyselou/DDW doménu.
Pan1 je negativné regulovan Sla2. VySe zminovany Vrp1 interaguje kromé Las17
jesté s myoziny typu I a aktinovymi monomery. Pokud Vrp1 v burice chybi, do-

chazi sice ke vzniku endocytickych oblasti, ty jsou ale nepohyblivé.

amphiphysinovy modul - Amphiphysin je protein obsahujici Bin-amphiphysin-
Rvs (BAR) doménu, diky které je schopny rozpoznat a indukovat zakfiveni mem-

brany.

U savct jsou identifikovany moduly podobné, probéhlo ale rozdéleni nékterych kvasin-

kovych modulii, a pridani modulti dalsich. To je disledkem vyssi propracovanosti a slo-

Zitosti savCi endocytézy. Savei buiiky endocytuji v mnohem vysSsim méritku, neZli buriky

kvasinkové - to je dano i tim, Ze jsou to mnohobunécné organizmy, a bunky signalizuji

29



v zajmu udrZeni integrity organizmu. Je nutné tedy udrZovat urcitou hladinu membra-

novych receptori, coz je zajiStovano praveé endocytickou drahou.

adaptor/F-BAR submodul - Adaptorové proteiny jsou proteiny, které asociuji
s klatrinovymi molekulami a zaroveinn se membranou vznikajicitho vacku, a také
s nakladem. Tim spojuji nabrani konkrétniho nakladu s vytvorenim vacku pro-

strednictivim kterého je pak naklad pohlcen.

F-BAR proteiny jsou proteiny s BAR doménou. Téch existuje nékolik typl
(BAR/N-BAR proteiny, F-BAR proteiny a I-BAR proteiny). Tyto proteiny rozezna-
vaji a indukuji zaktriveni membrany pomoci své BAR domény, coZ je dimerizujici
motiv skladajici se ze tff o helix(, které formuji rigidni strukturu, jeZ svym tvarem
pfipomina banan (Peter et al. 2004). Konkavni strana BAR domény obsahuje
mnoho zasaditych aminokyselinovych zbytki, diky ¢emuZz miiZe asociovat
s fosfolipidickou dvojvrstvou prostirednictvim elektrostatickych interakci (van
Weering, Verkade, and Cullen 2010). BAR domény rozeznavaji zakrivené mem-
brany pravé proto, Ze samy jsou stabilné zakrivené, a vazba na membranu miize
probéhnout 1épe v mistech membrany, ktera pasuji do tohoto zakfiveni. Proteiny
s BAR doménou nejenze rozeznavaji zakifivené membrany, ale také samy jejich
zakriveni indukuji. Toho je dosaZeno formovanim BAR domén do organizovanych
helikalnich rad. Timto zplisobem mohou BAR domény stabilizovat i tak vysoce

zakrivené utvary, jako jsou membranové tubuly. (Frost et al. 2008).

BAR proteiny jsou také koordinovany s aktinem - mezi takové patii naptiklad
FBP17, Tocal/CIP4, Syndapin (Bzzl), FCHol (Syp1). V zavorkach jsou uvedeny
kvasinkové homology. Je také mozné, Ze BAR proteiny hraji roli i ve skladani kla-
trinu. F-BAR proteiny interaguji s N-WASP/WASp nebo N-WASP/WIP. (Mooren,
Galletta, and Cooper 2012).

klatrinovy submodul - klatrin vytvari struktury zvané triskeliony. Triskeliony se
pod membranou skladaji v koSovité utvary, a protoZe jsou pres adaptorové pro-
teiny spojeny s membranou, dochazi spolu se sloZenim klatrinového koSe k jeji-
mu zakfiveni.

submodul aktinového sloZeni - aktinova vlakna se zacinaji skladat ve chvili, kdy

jsou endocytické a aktin regulujici proteiny jiZ asociovany s membranou. Aktin
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v pribéhu CME asociuje s BAR proteiny. SloZeni aktinu pii CME je regulovano
Arp2/3, jehoZ aktivita je zavisla na NPF - tim je na plazmatické membrané WASP.
(Mooren, Galletta, and Cooper 2012).

e submodul rozpadu aktinu - Krozpadu aktinu dochazi po odStépeni vacku
z plazmatické membrany a poté, co je vacek diky polymeraci aktinu dotlacen dale
do cytoplazmy. Rozpad aktinové sité je regulovan proteiny cofilinem a coroni-
nem, které jsou k mistu endocytézy privedeny po sloZeni aktinovych vlaken.

e dynaminovy modul - Na dynaminu je rozliSovano pét domén. PH doména vazajici
PIP2, N-koncova GTPazova doména, doména zodpovédna za oligomerizaci, GED
doména stimulujici GTP4zovou doménu a PRD doména, diky které je dynamin
schopna interagovat s jinymi proteiny. (Taylor, Perrais, and Merrifield 2011).
Dynamin je asociovan s aktinem pres cortactin, syndapin, mAbp1l a myozin 1E
(Mooren, Galletta, and Cooper 2012), nebo pfimo bez adaptorového proteinu (Gu
et al. 2010). Bez aktinu neni dynamin k mistu endocytézy priveden, a nedochazi

k odstépeni.

Svou roli v odStépovani hraje také vznik odliSnych fosfatidylinositidi (PI) - vytvareni
membranovych domén, mezi kterymi vznika kviili rozdilnému slozeni napéti. Nové PI
vznikaji pomoci fosfataz a kinaz. (Cullen and Carlton 2012). PI jsou spjaty i s BAR protei-
ny, které v misté své vazby na membranu chrani stavajici PI pred fosfatazami a kinaza-
mi. Ke zméné PI tedy dochazi jen na ,vrSku“ membranového tubulu, coz zvySuje pnuti
mezi membranovymi doménami (Liu et al. 2006). V pribéhu tohoto procesu vznikaji
pozitivni zpétnovazebné smycky, jak vasociaci BAR proteini s membranou, tak

s proménou PIL.

5.1.2 Role cytoskeletu pri odstépovani vacka

Jak je jiZz z predchozi kapitoly zfejmé, aktin se na CME aktivné podili. Esencialni je pro
kvasinkovou CME. U savci CME je potireba také, ale nikoliv ve vSech pripadech. VyZado-
van je tehdy, pokud je mechanismem klatrinové endocyt6zy pojiman velky naklad, ¢i pri
endocytéze probihajici v oblastech plazmatické membrany, se kterou je asociovana hus-

ta aktinova sit. Potieba aktinu pri endocytoze se projevuje i u jinych typl bunék, nez
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savcich, a kvasinek - napf. u hlenky je nutny pro fagocytézu a makropinocytézu a pro
CME je pravdépodobné vyzadovan také. V pripadé octomilky je aktin také vyzadovan pri
CME, nebot pri oSetfeni bunék Latrunculinem A, coZ je toxin inhibujici polymeraci akti-

nu, je proces CME narusen. (Mooren, Galletta, and Cooper 2012).

Mechanismem, kterym by aktin mohl napomahat odstépovani membrany je, stejné jako
v pripadé pozitivni regulace splyvani membran, vyvijeni fyzické sily, ktera tla¢i na mem-
branu. V tomto pripadé by takovato sila plisobila pozitivné ve smyslu zvySovani tenze
membrany, pricemz takto namahana membrana by pak byla idedlnim substratem pro
dynamin. Mechanicka sila by mohla byt vytvorena myoziny - k mistim CME lokalizuje
myozin [, myozin 1E a myozin VI (jsou soucasti dynaminového modulu). Myozin I je nut-
ny pro pohyb vychlipujici se membrany smérem do cytosolu. Myozin VI je nezbytny pro
CME na apikalni strané endotelidlnich bunék, ktera je velmi bohatad na aktinova vlakna.
VétSina téchto vlaken je orientovana svym (-) koncem smérem od plazmatické membra-
ny. Myozin VI se pohybuje po aktinovych filamentech pravé k (-) konci, a tedy miize vy-
tahovat plazmatickou membranu smérem do centra buriky. (Mooren, Galletta, and Coo-

per 2012).

Dal$i moZnym modelem je ten, ve kterém je sila produkovana pomoci polymerace akti-
novych vlaken skrze Arp2/3 komplex. Jeho NPFs se nachazeji na bazi vznikajicich klatri-
novych vacka, kde diky nim vznikaji aktinova filamenta, rostouci na svém (+) konci, kte-
ry sméfuje k membrané. Riist téchto vlaken, ktera se na krku vznikajiciho vacku vysky-
tuji v podobé ,limecku“ tedy zptsobuje tlak na membranu, diky ¢emuz se krk vacku sta-

huje (Collins et al. 2011) (Obr. 3).
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Obr. 3

Puceni a odStépovani vacku zplazmatické membrany pii CME. Znazornén je ,limecek”
z aktinovych vlaken, jejichZ polymerace by mohla zpisobovat zuzovani krku vacku a tim napo-
mahat jeho odsStépeni pomoci dynaminu. Zpracovano dle (Mooren, Galletta, and Cooper 2012).

Existuje ale studie (Yao et al. 2013), kterd s uvedenymi modely nesouhlasi. Autofi této
prace potvrzuji, Ze aktin odstépeni vackli z membrany usnadiiuje, avSak zamitaji moz-
nost, Ze by se tak délo vytvarenim mechanické sily. Navrhuji mechanismus, ve kterém by
aktinova vlakna indukovala na cholesterolu zavislou reorganizaci membrany, ktera by
nasledné podporovala samotné odstépeni vacku. Cholesterol se podili na tvorbé mem-
branovych domén, na jejichZ rozhrani vznika tenze. Ta by mohla vyvolat odtrZzeni mem-
branového tubulu (Liu et al. 2006). Tento model je podporovan vysledky, ve kterych
rozruSeni aktinové sité Latrunculinem B nemélo zadny podstatny vliv na primér krku
vacku. Ovlivnéno bylo ale trvani membranového poru, tedy doslo ke zpomaleni odStépo-
vani vacku. Stejny fenotyp prokazaly bunky, z jejichz membrany byl extrahovan cho-
lesterol. Navic ucinky rozruseni aktinové sité a extrakce cholesterolu z membrany buiky

nejsou aditivni, coZ by mohlo poukazovat na zavislost cholesterolu na aktinové siti.

Vliv na odstépovani vackli z membrany mohou mit i mikrotubuly. Na plazmatickou

membranu vazané dyneiny pohybujici se k (-) konci mikrotubulii (tedy smérem do cent-
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ra buriky) by mohly vytvorit dostate¢nou silu k zaktiveni a vytaZeni membrany smérem

do cytosolu.

5.2 0Odstépovani endozomalnich vacku

Endozomalni vacky vytvari komunikacni tok mezi jednotlivymi kompartmenty endocy-

tické/endozomalni drahy, plazmatickou membranou a Golgiho aparatem.

5.2.1 Vznik distinktnich domén urcenych k odstépeni

Na membrané endozému vznikaji jasné odliSené - distinktni - membranové domény, ve
kterych je soustiedén naklad urceny k transportu do jedné ze tii jizZ zminénych cilovych
oblasti. Vytvareni takovychto oblasti je principem tridéni endozomalniho nakladu, a je
zprostiedkovano specializovanymi proteinovymi komplexy. Komplex ESCRT je zodpo-
védny za tfidéni ndkladu do intraluminalnich vacka (Babst 2005). Dalsi z komplexd, re-
tromer, vytvari membranové domény obsahujici proteiny smérujici do TGN(M. N. ]. Se-
aman 2008; M. N. Seaman, McCaffery, and Emr 1998). Rychla recyklace na plazmatickou
membranu z ¢asnych endozému probiha diky CART komplexu (Yan et al. 2005).

Vytvareni takovychto domén je predpokladem vzniku vacku, ktery bude nasledné od-

Stépen a poté putovat ke spravné cilové destinaci.

Retromer zrejmé uzce spolupracuje s WASH komplexem (Gomez and Billadeau 2009).
Ten aktivaci Arp2/3 zpisobuje vznik domén vétveného aktinu. Tato aktinova sit’ se po-
dili na vzniku membranovych mikrodomén urcenych k odstépeni a mize vytvaret me-

chanickou silu piisobici na endozomalni membranu.

Komplex retromer, ktery je zodpovédny za privadéni WASH komplexu na endozomalni
membrany je navic komplexem obsahujicim SNX-BAR. Tyto proteiny, vyskytujici se ve
vétSiné eukaryot (Casal et al. 2006), koordinuji deformaci membran se sortingem, cili
propojuji tyto dva mechanismy v Case. Jsou podrodinou sorting nexinti (SNX), coz jsou

proteiny asociujici s membranou pres PX doménu. Ta specificky rozpoznava rizné PI,
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které slouzi jako identifikatory jednotlivych endocytickych kompartmentt. (Cullen and
Carlton 2012). Napriklad SNX9 asociuje s PI(4,5)P2 - tedy na plazmatické membrané
v mistech endocytoézy (Yarar, Waterman-Storer, and Schmid 2007). SNX1 asociuje
s casnym endozémem (PI(3)P), a pozdnim endozémem (PI(3,5)P2) (Cozier et al. 2002).
Jak je z nazvu zirejmé, obsahuji SNX-BAR proteiny BAR doménu. Aby byla interakce SNX-
BAR s membranou uspésna, musi dojit k vazbé jak pomoci PX domény SNX, tak pomoci

elektrostatickych interakci mezi BAR doménou a membranou (Pylypenko et al. 2007).

SNX-BAR proteiny zptlisobuji zakiiveni membran vloZenim amfipatického o helixu do
membrany. Tento amfipaticky helix funguje jako klin, odtlacuje od sebe lipidy v jednom
listu membrany. Tim vznikaji rozdily v napéti mezi obéma listy membrany, coZ se proje-
vi jejim zakrivenim, které stabilizovano BAR doménou. (van Weering, Verkade, and Cul-
len 2010). Tento amfipaticky helix obsahuji pravdépodobné SNX1, SNX2, SNX4 a SNX9
(Pylypenko et al. 2007). Retromer obsahuje SNX1, SNX2, SNX5 a SNX6. Nékteré SNX
(SNX5 a SNX6) navic interaguji s dyneinem pres jeho aktivator dynactin (Wassmer et al.

2009) a spojuji tak tvorbu endozomalnich vacki s jejich transportem po mikrotubulech.

Je tedy ziejmé, Ze interakce WASH komplexu s retromerem slouzi ke koordinaci nékoli-
ka déji. Témi jsou tiidéni molekul v nitru endozémi, tvorba zakrivenych membran po-
moci SNX-BAR proteinli a vznik aktinovych domén vyvijejicich tlak na membranu
v mistech baze vznikajicich vacki. Ve vysledku je tedy tfidéni proteinti koordinovano

s kone¢nym odstépenim endozomalniho vacku (Obr. 4).
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Obr. 4

Model masinerie koordinujici tiidéni proteinii s odStépovanim vacku z endozomalniho tubulu za
pomoci mechanické sily generované polymeraci aktinu. Zpracovano dle (Gautreau, Oguievet-
skaia, and Ungermann 2014).

5.2.2 Tvorba membranovych tubuli

Nékteré vacky nepuc¢i primo zvezikularni ¢asti endozémi, ale jsou odsStépovany
z tubularnich utvard. Tyto membranové tubuly vznikaji ¢innosti mikrotubularnich mo-
lekularnich motord, které mechanickou silou vytahuji membranu smérem ven (Soppina
et al. 2009). Jejich vznik je zarovei spojen v Case s endozomalni fizi - ta ma totiz za di-
sledek prebytek endozomalni membrany, ze které se nasledné vytvari tubul (Skjeldal et
al. 2012). Tvorba téchto tubulti je také koordinovana s tiidénim proteinti - molekularni
motor dynein, jak bylo uvedeno vysSe, asociuje s SNX-BAR proteiny (Wassmer et al.

2009).
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Endocytéza je vysoce dynamicky proces, ktery je uskuteciiovan diky rychlému splyvani a
odstépovani membranovych vacki. Pro buiiku jsou tyto déje zcela zadsadni, nebot timto
zplisobem miZe regulovat signaliza¢ni udalosti na plazmatické membrané, obnovovat
pouzité receptory a udrZovat poZzadované hodnoty vnitiniho prostiedi. Endocytéza je
také moZnym zplisobem bunécné ochrany, nebot nebezpecny patogen miiZe byt pohlcen
a straven, a v idedlnim pripadé tak jiz nemuze Skodit. Endocyticka draha je tzce spjata
s cytoskeletarnimi strukturami - at uZ mikrotubuly, ¢i aktinovou siti. V této praci jsou
shrnuty soucasné poznatky o vzajemné interakci cytoskeletarnich struktur a endocytic-
kych vacki. Protoze metody studia endocytické drahy jsou ve vétSiné pripadl zaloZeny
na vizualizaci téchto struktur, udalosti odehravajici se prfimo na plazmatické membrané
jsou hojné diskutovany ve velkém mnozstvi praci z divodu jeji dobré pozorovatelnosti.
Naopak spojeni cytoskeletu a déjii na endozomalnich membranach tolik zminovano ne-
ni. Je tomu tak pravdépodobné proto, Ze endozomalni kompartmenty jsou nesmirné dy-
namické a malé organely, a jejich pozorovani je timto nesnadné. Proto jsou i v této praci
hojné vyuzity priklady déji na plazmatické membrané, na kterych se pokousim osvétlit
obecné mechanismy splyvani a odstépovani membran. Tyto ziskané poznatky jsem se

pak snazila uplatnit p¥i popisovani déji pifimo na membranach endozomalnich.
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