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Abstrakt:

Malé GTPazy zrodiny RAB jsou klicovymi regulatory mnoha bunécnych déjd, véetné membranového
transportu ¢i autofagie. Stizenim membranovych pochodl jsou spjaté i fosforylované derivaty
fosfatidylinositolu — fosfatidylinositolfosfaty (PIPy). Predmétem naseho zajmu jsou GTPazy RAB1A a RAB1B
a jimi fizené procesy ¢asné sekrece proteinll. S témito déji funkéné souvisi i enzymy regulujici jednotlivé
fosforylované formy fosfatidylinositolu. To nasvéd¢uje tomu, Ze se i tyto lipidy jako takové podileji na regulaci
alespon nékterych ¢asti drahy casné sekrece proteind. Jejich role v téchto procesech vsak neni doposud
komplexnéji popsdna. Vtéto bakalarské praci jsou proto shrnuty soucasné poznatky
o fostatidylinositolfosfatech na membranach spojenych s RAB1A a RAB1B, coZ obndsi jejich ulohu na
endoplazmatickém retikulu (ER) a jeho exportnich mistech (ERES), na pfechodném kompartmentu mezi ER
a Golgiho aparatem (ERGIC) i na Golgiho aparatu samotném. Prace se specificky zaméruje i na ptfimé
interakce mezi GTPazami RAB1 a PIPy, ptipadné enzymy, které PIPy reguluji. Souhrnem lze konstatovat, ze

fosfatidylinositolfosfaty hraji podstatnou roli v pribéhu ¢asné faze sekrece protein(.
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Abstract:

Small GTPases of the RAB protein family are key regulators of numerous cellular pathways, including
membrane trafficking and autophagy. With the control of membrane processes are also associated
phosphorylated phosphatidylinositol derivatives, known as phosphatidylinositol phosphates (PIPs). Our focus
lies on the RAB1A and RAB1B GTPases and the processes of early protein secretion they regulate.
The enzymes that control specific phosphorylated forms of phosphatidylinositol seem to be functionally
related to this pathway, indicating that these lipids also regulate at least some aspects of protein secretion.
However, the mechanism by which they do so remains unclear. This bachelor thesis therefore summarises
the current knowledge of phosphatidylinositol phosphates on RAB1A and RAB1B associated membranes,
including their role on the endoplasmic reticulum (ER) and its export sites (ERES), on the intermediate
compartment between the ER and the Golgi apparatus (ERGIC), and on the Golgi apparatus itself. This thesis
also specifically examines direct interactions between RAB1 GTPases and phosphatidylinositol phosphates or
their related enzymes. In summary, it can be concluded that phosphatidylinositol phosphates play

a significant role in the early stages of protein secretion.
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1 Uvod

Transport proteinl sekretovanych do extraceluldarniho prostoru a distribuce funkéné velmi dulezitych
transmembranovych proteinl jsou v burikach zajistovany komplexnim procesem nazyvanym sekreéni draha
(Hirschberg et al., 1998). Cesta proteinli, prochazejicich touto drahou, zacind na membranach
endoplazmatického retikula (ER), kde dochazi k jejich syntéze. Po fadé kroku, zajistujicich jejich spravné
sbaleni a kontrolu kvality, opousti tyto proteiny endoplazmatické retikulum (*Perkins & Allan, 2021).
Z endoplazmatického retikula jsou ptepravovany do Golgiho aparatu (GA), kde jsou dale upravovany a tfidény
(*Li, Ahat & Wang, 2019). Ze specializovanych exportnich mist Golgiho aparatu, nachazejicich se na jeho trans
strané, jsou distribuovany pravé do mist jejich urceni, kde dadle mohou plnit své funkce (Wieffer et al., 2013;

Anitei et al., 2017).

Transport proteinli odehravajici se na rozhrani endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu je
nepostradatelnou soucasti ¢asné faze sekrecni drahy. Mezi klicové regulatory tohoto procesu patfi malé
GTPazy oznacované u savcl jako RAB1 (vazebné proteiny spojené s RAS 1), ¢i u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae jako Yptlp (kvasinkovy protein transportu 1) (Tisdale et al., 1992; Jedd et al., 1995). Tyto molekuly
doprovazi sekretované proteiny na celé jejich cesté mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho aparatem
(Martinez et al., 2016; Shomron et al., 2021) a zajistuji mnoho interakci s ostatnimi proteiny podilejicimi se

na casné sekreci (Monetta et al., 2007; Slavin et al., 2011).

Dalsimi dobfe popsanymi reguldtory procesl spojenych s remodelaci membran a membranovym
transportem jsou fosfoinositidy. Tyto zastupci rodiny fosfolipidl interaguji s celou fadou proteind zapojenych
v signalizaci a vackovém transportu (*Jean & Kiger, 2012; Klinkenberg et al., 2014; Chalupska et al., 2019).
Jejich role vfizeni Casné sekrece vSak neni komplexnéji popsana. Manipulace s nékterymi proteiny
zodpovédnymi za regulaci fosfoinositidd vSak ovliviuji pravé ¢asné faze sekrece (Mochizuki et al., 2013;
Klinkenberg et al., 2014; Doubravska et al., 2020). Cilem této prace bude shrnout soucasné poznatky
o fosfoinositidech na membrandch asociovanych s GTPazami RAB1, kliCovymi fidicimi molekulami
membranovych procesl ¢asné sekrece. Prace se pak bude primarné zamérovat na lidské, potazmo savci
bunky. Toto shrnuti by mélo nabidnout ucelenéjsi pohled na roli fosfoinositidli v procesech ¢asné sekrece
a tim mimo jiné pomoci objasnit, jakym zplisobem se do jejich regulace zapojuji proteiny funkéné spjaté

s fosfoinositidy.



2 Fosfatidylinositol a fosfoinositidy

Fosfatidylinositol (Ptdins) je minoritnim zastupcem skupiny glycerolfosfolipidi, molekul Uzce spjatych se
stavbou biologickych membran. Jako kazdy ¢len této skupiny je i Ptdins tvofen trojsytnym alkoholem
glycerolem, na ktery jsou esterovymi vazbami navazané dvé mastné kyseliny a fosfat. Fosfatova skupina
v pfipadé PtdIns vaze cyklicky alkohol inositol. Tento alkohol disponuje Sesti hydroxylovymi skupinami, z nichz
jedna je vyuzita pro tvorbu esterové vazby s diacylglycerol-3-fosfatem a dalsi tfi, na pozicich 3¢, 4 a 5, mohou
byt dale fosforylované (obr. ¢. 1a). To umoiZnuje vznik sedmi rlznych izoforem fosforylovaného
fosfatidylinositolu. Konktrétné tfi rznych fosfatidylinositolmonofosfatd (PIP), t¥i fosfatidylinositolbisfosfatl
(PIP;) a jednoho fosfatidyltrifosfatu (PIPs). Pro vSech sedm izoforem se bude v této préci pouZivat souhrnné

oznaceni fosfatidylinositolfosfaty (PIPy) Ci fosfoinositidy (*Blunsom & Cockcroft, 2020).

Kazdy z fosfoinositidd miUZe interagovat s odliSnymi proteiny. Pfesna lokalizace jednotlivych izoforem
v membréanach je jednim z ddleZitych mechanism, které urcuji, jaké proteiny s danou membranou asociuiji.
Takovy systém regulace spojeni proteind s membranou muzZe byt i velmi dynamicky, protoZe jednotlivé
izoformy mohou v enzymaticky katalyzovanych reakcich prechazet jedna v druhou. Nachazi tedy své
uplatnéni i v rdmci nejriznéjsich bunécnych pochod, véetné vackového transportu ¢i autofagie (Godi et al.,

2004; Axe et al., 2008; Anitei et al., 2017; Judith et al., 2019).
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Obr. ¢. 1: a) Struktura fosfatidylinositolu, b) Prehled vztahi mezi jednotlivymi fosfoinositidy a enzymu
podilejicich se na jejich pfeméndch; v oranZovych polich se nachdzi fosfatdzy, v zelenych kindzy (s upravami
prevzato z *Jean a Kiger, 2012); zkratky: FIG4, faktorem indukovany gen 4; Ptdins, fosfatidylinositol; P, fosfdt;
MTM, myotubulariny; PI3K, fosfatidylinositol 3-kindza; PIl4K, fosfatidylinositol 4-kindza; PIP4K,
fosfatidylinositol-5-fosfat 4-kindza,; PIP5K, fosfatidylinositol-4-fosfdt 5-kindza; PIKFYVE, fosfatidylinositol-3-
fosfat 5-kindza obsahujici FYVE doménu; INPP4, inositolpolyfosfdt 4-fosfatdza; INPP5, inositolpolyfosfat 5-
fosfatdza; OCRL, protein Loweova okulocerebrorendiniho syndromu 1; PTEN, fosfatdza a homolog tenzinu;
SHIP, SH2 doménu obsahujici protein; SAC1, supresor aktinu 1; SYNJ, synaptojanin




Enzymy, které katalyzuji pfechody mezi jednotlivymi izoformami fosfoinositid(, jsou specifické kinazy
a fosfatazy. Jejich prehled nabizi obr. ¢. 1. DalSimi dileZitymi enzymy ovliviiujicimi fosfatidylinositol a jeho
fosforylované derivaty jsou fosfolipazy. To jsou hydrolazy schopné stépit esterové vazby ve strukture PIPU
i jinych glycerolfoslipidG. PLC (fosfolipazy C), Stépici vazbu mezi glycerolem a fosfatem vazajicim inositolovy
kruh, jsou zdsadnimi hraci bunécné signalizace. Z molekul PIPG odstépuji solubilni fosforylovany inositol,
ktery zastdva funkci druhého posla, tedy molekuly zprosttedkujici a zesilujici pfenos signdlu. S membranou
pak zUstava asociovany diacylglycerol (DAG), jenZz miZe mit také své signalizacni funkce (Hostetler & Hall
1980; Margolis et al. 1989; Streb et al. 1983). Kromé bunécné signalizace mUze takové Stépeni hrat zasadni
roli naptiklad pfi remodelovani membran, které doprovazi tvorbu transportnich vackd. Odstépeni velké

a zaporné nabité skupiny fosforylovaného inositolu muizZe snizovat klenuti membrany (Anitei et al., 2017).

Syntéza PtdIns de novo se odehrdva na membranach endoplazmatického retikula. Cely proces zacina
acylaci glycerol-3-fosfatu (G-3-P), ktera probiha ve dvou krocich a je zprostfedkovana G-3-P acyltransferazami
a acyltransferazou kyseliny lysofosfatidové. Vznikla kyselina fosfatidova (PA) je pomoci cytidin-difosfat-
diacylglycerol syntaz konvertovana na CDP-diacylglycerol (CDP-GP). Fosfatidylinositol syntaza je enzym, ktery
katalyzuje vyménu CDP za inositol, ¢imZ je syntéza Ptdins dokoncena (Nakagawa et al., 1989; Lykidis et al.,
1997; *Blunsom & Cockcroft, 2020). Déle jsou nové syntetizované molekuly Ptdins modifikovany tak, aby
obsahovaly pouze specifické acylové zbytky. Témi jsou na pozici sn-1 zbytek kyseliny stearové a na pozici sn-

2 zbytek kyseliny arachidonové (Yamashita et al., 2003; Imae et al., 2012; *Blunsom & Cockcroft, 2020).
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Obr. ¢. 2: Syntéza Ptdins na membrdné endoplazmatického retikula (vlastni tvorba, vychdzi z *Blunsom &
Cockcroft 2020); syntéza probihd de novo z G-3-P, nebo recyklaci z PA transportované z plazmatické
membradny; zkratky: G-3-P, glycerol-3-fosfadt; LPA, kyselina lysofosfatidovad; PA, fosfatidovad kyselina; CDP-DG,
cytidin-difosfat-diacylglycerol; Ptdins, fosfatidylinositol; PITM2, s membrdnou asociovany protein prendsejici
fosfatidylinositol 2; PM, plazmatickd membrdna

Kromé syntézy de novo je Ptdins recyklovan z kyseliny fosfatidové, kterd vznikd Stépenim
fosfoinositid(l na plazmatické membrané (PM) pti aktivaci PLC. Na prenosu PA zpét na endoplazmatické
retikulum se podili protein PITM2 (s membranou asociovany protein prenasejici fosfatidylinositol 2). Tento
protein vyménuje v oblastech kontaktu membran kyselinu fosfatidovou z plazmatické membrany za
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fosfatidylinositol z endoplazmatického retikula. Dochdzi tedy kobnové obsahu PIPG na plazmatické
membrané a zaroven je na ER hromadén modifikovany produkt S$tépeni PIPU, ze kterého je znovu

syntetizovan PtdIns (Kim et al., 2015).

3 RAB1 a membrany casné sekrece

3.1 Rodina proteini RAB

Proteiny rodiny RAB (vazebnych proteini spojenych s RAS) jsou GTP&azy, schopné diky post-translacni
modifikaci cysteinovych zbytk(, obsazenych na C-konci proteinu, pfimé asociace s membranami (Touchot,
Chardin & Tavitian, 1987). Prvni gen kédujici jednoho z ¢lend této rodiny byl identifikovan a popséan
v publikaci Gallwitz, Donath, & Sander 1983. Konkrétné se jednalo o gen pro Yptlp, kvasinkovy homolog
proteint RAB1A a RAB1B. Kédujici DNA (cDNA) savcich homologl byla, spolu s cDNA dalsich tfi ¢len( rodiny,
popsana o nékolik let pozdéji (Touchot, Chardin & Tavitian, 1987). Poté ndsledovaly objevy mnoha dalsich
¢len( této proteinové rodiny. Svou ¢innosti se tyto proteiny podileji hlavné na regulaci va¢kového transportu
v bunikach. S tim je Uzce spojena jejich schopnost vazat velké mnozstvi molekul zapojenych do transportnich
procesu. Proteiny, které ¢lenové rodiny RAB vazi a tim je napfiklad dostavaji do mista jejich ¢innosti, ¢i je

dokonce aktivuji, oznacujeme jako efektory (*Jean & Kiger, 2012).

Schopnost vazby GTP (guanosintrifosfatu) a vlastni GTP4zova aktivita, ktera zprostiredkuje rozstépeni
GTP na GDP (guanosindifosfat), je pro funkci proteint rodiny RAB klicova. V zavislosti na vazbé GTP dochazi
k vyraznym konformacnim zménam ve strukture proteinu RAB. Konkrétné jsou vazbou GTP stabilizovany ¢asti
proteinu, které se nazyvaji oblasti pfepinact 1 a 2 (SWITCH 1 a 2). Tato zména konformace pak umoznuje
i asociaci s efektory. Pri rozStépeni GTP na GDP dochazi ke zpétnému rozvolnéni oblasti prepinaci a ztraté

vazebné afinity alespon k nékterym efektordm proteinu (Ostermeier & Brunger, 1999; Sultana et al., 2011).

3.2 Proteiny RAB1

Sav¢imi homology k prvnimu objevenému ¢lenu RAB proteinové rodiny, kvasinkovému Yptlp, jsou RAB1A
a RAB1B (o kterych bude nékdy souhrnné referovano jako o RAB1). Kazdy z nich je kddovan vlastnim genem,
u Clovéka pritomnym na druhém, respektive jedendctém chromozomu (Consortium, 2023). lejich
aminokyselinové sekvence jsou z 92 % identické (Touchot et al., 1989). Oba geny davaji vzniknout pouze
jedné funkdni sestfihové varianté proteinu a jsou exprimovany tkanové nespecificky (Consortium, 2023).
DuleZitost a vzajemna zastupitelnost RAB1A a RAB1B byla testovana na bunécné linii MDKC (psi ledvinové
buriky Madin-Darbyho) (Homma et al.,, 2019). Autofi za vyuziti systému CRISPR/Cas9 vytvofili stabilni
bunécné linie produkujici pouze jeden z proteind RAB1 (tzv. single knock-out, KO). Dvojity knock out, kdy by
nebyl exprimovan Zadny z proteint, se autorlim pfipravit nepodafilo. V single KO liniich autofi pfi redukci
mnozstvi (tzv. knock-down, KD) druhé formy proteinu, nezasazené systémem CRISPR/Cas9, pozorovali

umirani bunék. Tyto vysledky autofi ¢lanku interpretuji tak, Ze proteiny RAB1l jsou nezbytné pro



Zivotaschopnost bunék a zdroven, Ze jsou obé formy proteinu ¢dstecné zastupitelné, protoze buriky single KO
linii prezivaji. Pravdépodobné vSak nejsou zastupitelné zcela, jelikoz v Hela bunkidch dochazi
k pozorovatelné fragmentaci Golgiho aparatu pfi KD uZ jednoho z proteini RAB1 (Aizawa & Fukuda, 2015).
Dale bylo popsano, Ze pro vyvoj mysich embryi je nutna exprese RAB1A. Delece genu pro RAB1A vedla
k embryonalni letalité mysi v obdobi okolo 11. dne vyvoje. V tomto pfipadé tedy také neni RAB1B schopen

zcela kompenzovat ztratu RAB1A (Wu, Yang & Chen, 2022).

3.3 RABL1 a jejich funkéni cyklus

Obecné schéma funkéniho cyklu proteind z rodiny RAB je nasledujici: Protein je za ucasti RAB eskortniho
proteinu a geranyltransferdzy posttranslacné modifikovdn hydrofobnim geranylovym retézcem. Tim je pak
navazan do membrany tak, Ze samotny protein sméfuje smérem do cytozolu. Aktivace membranové
vazaného RAB probiha diky GEF (faktorim vymény guaninového nukleotidu). Ty na protein z rodiny RAB
pomahaji navazat GTP, ¢imZ umozni proteinu interagovat alespon s nékterymi jeho efektory. Navdzané GTP
je poté stépeno na GDP nejcastéji za Ucasti proteinu aktivujiciho GTP4zu. S komplexem RAB-GDP, vdzanym
v membrdné, interaguje GDI (inhibitor disociace GDP). GDI je protein, ktery je schopny uvolnit membranové
vazany RAB a to tak, Ze maskuje jeho nepolarni geranylové skupiny. Komplex GDI-RAB-GDP je poté pfitomen
v cytoplazmé. GDI vyvazujici faktor narusuje stabilitu této struktury, ¢imz se znovu odkryvaji geranylové
skupiny na proteinu RAB a ten se vaze zpét do membrany (*Ali & Seabra, 2005). Toto schéma je platné i pro
RAB1. Primarnim aktivujicim faktorem (GEF) je proteinovy komplex oznacovany jako TRAPPIII (transportni
proteinova castice Ill) (Harris et al., 2021). GTPazova aktivita RAB1 je podporovana molekulou TBC1D20
(Tre2/Bub2/Cdc16), kterd tedy funguje jako protein aktivujici GTPazu (Haas et al., 2007; Sklan et al., 2007).
Vazby na RAB1-GDP jsou schopné obé izoformy GDI (GDI-1 i GDI-2) (Meng et al., 2020). Uvolnéni RAB1 zpét
do membrany, funkci GDI vyvazujiciho faktoru, pak zprostfedkovava PRA1 (akceptor prenylovanych protein(

RAB 1) (Martincic, Peralta & Ngsee, 1997; Voss et al., 2019).

3.4 RABL1 a jejich vyskyt v bunce

RAB1 jsou, jakoZto proteiny funkéné rozkrocené mezi fizenim cCasné faze sekrecni drahy a autofagickymi
procesy, pfitomny primarné na organelach stémito procesy spjatymi. Spolecna drdha sekretovanych
proteinll a RAB1 zacina na endoplazmatickém retikulu, konkrétné na jeho exportnich mistech (ERES)
(Martinez et al., 2016; Westrate et al., 2020). Vyskyt RAB1 je dobfe popsan i na prechodném kompartmentu
mezi ER a GA (ERGIC) (Martinez et al., 2016). Anterogradné prepravované proteiny se z ERGIC dostavaji do
GA, ai zde jsou proteiny RAB1 pfitomny (Martinez et al., 2016; Voss et al., 2019). Zminéné organely, hlavné
pak ERGIC a ER, jsou vyznamné i pro proces autofagie (Huang et al., 2011; Ge et al., 2013, 2017). Autofagie
(makroautofagie) umozZnuje degradaci celych bunécnych organel, velkych proteinovych agregatl di
patogend, a to jak ve fyziologickych podminkach, tak pfi stresu zplsobeném napfiklad hladovénim. Cely
proces je zprostfedkovan specifickou organelou, autofagozomem. Ten nejprve obklopi struktury uréené

k degradaci a poté fuzuje s lytickymi kompartmenty burky, ¢imzZ je jeho obsah degradovan (*Barz et al.,
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2021). | na formujicich se autofagozomech se RAB1 nachazeji (Zoppino et al., 2010). Mimo to byly RAB1
detekovany na nezralych sekrec¢nich granulech (Neuman et al., 2021), endozomech bunék krysich ledvin
(Mukhopadhyay et al., 2011) a vaccich asociovanych s lipidickymi rafty vedouciho okraje pohybujicich se
bunék (Wang et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze jakozto reguldtory vackového transportu plsobi RAB1 primarné na rozhrani
ER—ERGIC—GA (Tisdale et al., 1992; Martinez et al., 2016; Shomron et al., 2021), tak pro zbytek prace bude za
stéZejni povazovan vyskyt RAB1 pravé na téchto organeldch. Membrany téchto organel budou popisovany
jako “membrany spojené s RAB1“ a bude u nich sledovano, jaké fosfoinositidy obsahuji — a to jak v klidovém

stavu, tak pfi procesu autofagie.

3.5 Membrany spojené s RAB1

3.5.1 Endoplazmatické retikulum

ER je membranova struktura ptfimo navazujici na jadernou membranu a tvofici v pericentrozomalnim
prostoru burnky membranové listy, ze kterych vystupuje smérem k bunécné periferii vysoce dynamicka,
vzajemné provazana sit tubull (Hu et al., 2008). ER je funkéné spojeno se syntézou, Upravami a kontrolou
kvality mnoha protein( a lipid{i, autofagii ¢i s regulaci homeostazy vapnikovych kationt( (Axe et al., 2008;
*Perkins & Allan, 2021). Export proteint z ER je zprostfedkovan pomoci ERES, vezikulo-tubularnich domén
uzpusobenych k tfidéni sekretovanych proteinli a tvorbé transportnich struktur. Ty jsou pfimo propojeny
s endoplazmatickym retikulem, a to nejcastéji jednim uzkym krékem, se kterym asociuji plasté COPII

(komplexd plastovych protein( Il) (Weigel et al., 2021).

3.5.2 ERGIC

Komplexni systém membranovych struktur funkéné propojujici vystupni mista endoplazmatického retikula
a cis stranu Golgiho aparatu byva v literature nazyvan prechodnym kompartmentem mezi ER a GA (ERGIC),
prechodnym kompartmentem (IC) ¢i vezikulo-tubularnim shlukem (VTC) (Xu & Hay, 2004; Marie et al., 2009;
Li et al., 2022). Je tvoren velkym mnozstvim globuldrnich, tubuldrnich ¢i globulo-tubularnich Gtvar(, z nichz
nékteré jsou velmi dynamické a jiné spiSe stabilni. Tyto Utvary jsou pfitomny jak na bunécné periferii, tak
v centrozomdlnim prostoru bunky (Sannerud et al., 2006; Marie et al., 2009). Tvarové rozdilné struktury
ERGIC se lisi obsahem proteini s nimi interagujicimi. Pro globularni ¢asti je typicky vyssi obsah COPI
(komplext plastovych protein 1), naopak membrany tubularnich Gtvard asociuji s vétsi preferenci s RAB1
(Sannerud et al., 2006). V pfimé asociaci s centrozomem byla popsana cast ERGIC, oznacovana jako
pericentrozomalni doména prechodného kompartmentu (pclIC). Ta je stabilni strukturou, obohacenou plasti
COPI, podilejici se na obousmérném transportu mezi cis-GA a perifernimi ¢astmi ERGIC (Marie et al., 2009).

Jeji strukturni integrita je do velké miry zachovana i béhem déleni bunék (Marie et al., 2012).

Diverzita struktur jednotlivych ¢asti ERGIC a jejich dynamiky predestird, zZe tento systém je schopny

plnit velké mnozstvi rGznych funkci. Kromé jeho esencidlni role ve zprostfedkovani obousmérného



transportu mezi ERES a GA je dale popsano nékolik dalSich proces(, na kterych se podili. Jedna se napftiklad
o kontrolu kvality sekretovanych protein, signalizaci, autofagii ¢i propojovani jinych bunéénych struktur nez
pouze ER s GA (*Saraste & Marie, 2018). Pfimé propojeni endozomalniho systému a ERGIC bylo popsdno
napriklad pfi pozorovani autofagicky vyznamného proteinu ATG9A (autofagii pfibuzného proteinu 9). Pfenos
tohoto proteinu mezi recyklaénimi endozomy a ERGIC je zprostifedkovan i za Ucasti TRAPPIII, aktivacniho
faktoru RAB1. Ten na vaccich jesté obsahujicich endozomalné specificky RAB11 aktivuje RAB1, ¢imZ dochazi
k zapojeni vackd do systému ERGIC (Lamb et al., 2016). Propojeni ERGIC a endozomalniho systému pak
umoznuje i transport nékterych protein(i na plazmatickou membranu bez Gc¢asti Golgiho aparatu, napfriklad
nekonvencni transport CFTR (reguldtoru transmembranové vodivosti u cystické fibrézy) v podminkach

spojenych se stresem na ER (Marie et al., 2009; Piao et al., 2017).

3.5.3 Golgiho apardt

GA je membranovy komplex, ktery hraje Ustfedni roli pfi sekreci, tfidéni a Upravach nové syntetizovanych
proteinl (*Li, Ahat & Wang, 2019). Golgiho aparat savcu je souborem nékolika stoh(, tvorenych vice (5-8)
vzdjemné propojenymi cisternami. Jednotlivé stohy jsou mezi sebou laterdlné propojené tubularnimi
strukturami (Rambourg & Clermont, 1986). Cely stoh je polarizovany. Na cis stranu jsou dopravovany nové
syntetizované proteiny, trans cisterna dava vzniknout provazanym tubuldrnim strukturdm nazyvanym sit
trans-Golgi (TGN), které jsou specializovanymi exportnimi misty GA (Rambourg & Clermont, 1986; Presley et

al., 1997; Anitei et al., 2017; *Li, Ahat & Wang, 2019).

3.6 RABI, ¢asna sekrece a autofagie

Ackoliv je znama a dobie popsana celd fada proteinu a proteinovych komplext podilejicich se na transportu
z ER do GA, tedy procesu casné sekrece, jejich funkéni propojeni a pfesnd podoba transportu je stdle
predmétem diskuze. Je taktéz dulezité podotknout, Ze transport mezi ER a GA neni za kazdé situace stejny.
Lisi se napriklad ve vzdalenosti mezi ERES a GA, kdy pfi transportu mezi perifernimi ERES a GA je naklad
prepravovan na vétsi vzdalenosti neZ v situacich, kdy jsou ERES tésné asociovany s GA. DalSim podstatnym
rozdilem muze byt napfiklad velikost pfepravované ¢astice. Recentni modely tohoto procesu casné sekrece
u savCich bunék jsou vétSinou jednotné v popisu jejiho zdkladniho schématu. Proteiny preduréené
k transportu do GA jsou koncentrovany v ERES za ucasti COPII. Podjednotky COPII jsou s ERES stabilné
spojeny, ¢imZ pomdhaji udrZovat jejich identitu. Z ERES proteiny odchazi v transportnich strukturach jiz
neobsahujicich COPII. Tyto struktury velmi rychle, nejspis jiz pfi jejich vzniku, asociuji s plasti COPI. Casto jsou
pak popisovany jako soucast systému ERGIC a zprostfedkuji, Ze jsou sekretované proteiny na konci této
kaskady doruceny aZ na cis-GA (Westrate et al., 2020; Shomron et al., 2021; Weigel et al., 2021). Nékteri
autori predpokladaji, Ze v situacich, kdy se ERES dostava do tésné blizkosti GA, dochazi k pfimému
prechodnému propojeni obou struktur, ¢imz vznika tunel uzplisobeny k transportu proteini mezi obéma
organelami (Shomron et al., 2021). RAB1 cely tento proces doprovazeji (Shomron et al., 2021). Jsou

nepostradatelné pro uvolnéni nakladu z ERES (Westrate et al., 2020), zprostiedkovavaji asociaci struktur

7



obsahujicich naklad s podjednotkami COPI (Monetta et al., 2007), propojuji je s cytoskeletem (Russo et al.,
2016) a podileji se na jejich splyvani s GA (Sonnichsen et al., 1998; Weide et al., 2001). Néktefi autofi také
popisuji, Ze RAB1 dokaZi za ucasti svych efektorll propojovat struktury obsahujici COPIl s GA (Allan, Moyer
& Balch, 2000). Pohledem recentnich modell by takova funkce mohla byt dlleZita pro ustanoveni pfimého

prechodného propojeni mezi ERES a cis-GA.

| autofagické drahy jsou Uzce provazany s RAB1, zvlasté pak Casna faze biogeneze autofagozomd.
V sav€ich bunkach se tento proces odehrdva vétSinou v tésné blizkosti endoplazmatického retikula,
konkrétné jeho prechodné oblasti, obohacené o PI(3)P a ATG proteiny, nazyvané omegazom (Axe et al.,
2008). Tam vznika fagopor, membranovy Utvar miskovitého charakteru, ktery je z rdznych zdrojl zasobovan
komponentami membrany. To ma za nasledek jeho dynamické zvétSovani a uzavirdni do struktury vacku,
obalujiciho ¢astice, které poté budou degradovany. Uzavienim fagopdru vznika jiz maturovany autofagozom
(*Barz et al., 2021). Proteiny zasadni pro tento proces byvaji rozdéleny do nasledujicich funkénich skupin:
komplex ULK1 (Unc-51 odpovidajici autofagii aktivujici kinazy 1), proteiny zapojené do prenosu lipidd ATG9A
a ATG2-ATG18, PIK3C3-Cl (komplex | fosfatidylinositol 3-kindzy tfidy lll) a systémy podobné tomu

ubikvitina¢nimu, podilejici se na lipidaci autofagickych proteinli (*Barz et al., 2021)

S nékterymi z nich jsou proteiny RAB1 funkéné spojené. Biogeneze autofagozomu zacina
tzv. nukleaci membran, procesem, ktery dava vzniknout strukturnim zakladim fagopdru. Pro pribéh
nukleace membran jsou dualeZité struktury obsahujici ATG9A, kindzovy komplex ULK1 a membrana ER
(Karanasios et al., 2016). RAB1 se ptimo podileji na pfenosu proteind komplexu ULK1 do blizkosti nukleacnich
mist na endoplazmatickém retikulu (Webster et al., 2016). Také ovliviiuji transport ATG9A pozitivnich vacka
(Lamb et al., 2016; Kakuta et al., 2017). GTPazy RAB1 jsou tedy jednim z dUleZitych regulator( iniciace vyvoje
autofagozomu. Dale RAB1 napomahaji aktivaci PIK3C3-Cl (Tremel et al., 2021). PIK3C3-Cl a jim produkovany
PI(3)P hraje vyznamnou roli v mnoha udalostech doprovazejicich tvorbu autofagozomu, véetné pravé
popsané nukleace membran (Axe et al., 2008; Ge, Zhang & Schekman, 2014). Dalsim dokladem o dulezZitosti
RAB1 v procesu autofagie je pakii jejich provazani s vyznamnou senzoricko-regulacni rapamycinovou drahou.
Diky ni jsou Fizeny nékteré bunécné pochody v zavislosti na hladiné Zivin v burice (Thomas et al., 2014). RAB1
funguji jako senzory hladiny aminokyselin, které pfti jejich dostatku pomahaji, za ucasti proteinu RHEB
(homolog Ras obohaceny v mozku), aktivovat mTORC1 (savci cil rapamycinového komplexu 1). To miZe vést
k bunécné proliferaci. Proto je zvySena produkce RAB1 v bunkach spojovana i s nddorovymi onemocnénimi
(Thomas et al., 2014). Zaroven i mTORC1 funguje jako regulator ¢innosti RAB1. Pokud je mTORC1 aktivni,
¢emuz odpovida dostatek Zivin, jsou jim RAB1 fosforylovany. To inhibuje vazbu RAB1 na autofagicky komplex

ULK1. Tim je pak narusena i iniciace samotné autofagie v podminkach dostatku Zivin (Yao et al., 2023).

3.7 RABL1 ajejich propojeni s PIPy
Cinnost protein(l podilejicich se na membranovém transportu v burikdch je v nékterych piipadech fizend

koordinovanou aktivitou malych GTPaz a fosfoinositid(l. Casto dochazi k vazbé efektoru na misto jeho
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¢innosti v zavislosti na rozpoznani jak konkrétniho PIPu, tak specifické malé GTPazy. Mezi obéma skupinami

molekul tedy existuje urcité funkéni propojeni (*Jean & Kiger, 2012).

Ani RAB1 nejsou vyjimkou. In vitro byla detekovana jejich schopnost pfimo vazat PI(3)P (Mathiowetz
et al., 2017). S proteiny podilejicimi se na regulaci tohoto fosfoinositidu v burice jsou RAB1 taktézZ asociovany.
Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, RAB1 se podili na aktivaci PIK3C3-Cl, a tim padem na tvorbé

autofagicky specifické podmnoziny PI(3)P (Tremel et al., 2021).

| s degradaci PI(3)P jsou RAB1 spojeny, a to skrze nékolik ¢lenl proteinové rodiny myotubularing.
Katalyticky aktivni ¢lenové této rodiny jsou fosfatidylinositolfosfat/inostitolpolyfosfat 3-fosfatazy. Evoluéné
konzervovanych je vsak i nékolik enzymaticky disfunkénich myotubularind. Ty miZou heterodimerizovat
s aktivnimi ¢leny rodiny a tim modulovat jejich enzymatické vlastnosti (Zou et al., 2012; *Raess et al., 2017).
Pfima vazba byla detekovana mezi RAB1 a MTMR6 (myotubularinu pfibuznym proteinem 6) (Mochizuki et
al., 2013). MTMRG6 vykazuje in vitro nizkou enzymatickou aktivitu vici PI(3)P a PI(3,5)P,. Ta mUze byt zesilena
vazbou neaktivniho MTMR9. Preferovanym substratem tohoto komplexu je PI(3,5)P,, avsak zachovana je
i slabsi enzymatickad aktivita vGci PI(3)P. Doubravska et al., 2020 popisuji, Ze pfi manipulaci s mnoZstvim
MTMR9 v bunikdch dochazi ke zménam umisténi RAB1A. Pfi nadprodukci MTMR9 dochazi k posileni
vezikuldrni lokalizace RAB1A. To vSe ukazuje na to, Ze RAB1 je, kromé ptimé vazby na PI(3)P, funkéné

propojen i s regulaci alespon nékterych podmnozin tohoto fosfoinositidu v burikach.

| s fosfatdazami metabolizujicimi jiné fosfoinositidy je RAB1 asociovan. Bylo popsano, Ze je schopen
vazat dvé vzdjemné pfibuzné fosfatidylinosytolpolyfosfat 5-fosfatdzy, OCRL1 (protein Loweova
okulocerebrorendlniho syndromu 1) a INPP5B (inositolpolyfosfat 5-fosfataza izoforma B). Pro obé je interakce
s proteiny z rodiny RAB zasadni pro transport do mista jejich plsobeni (Hyvola et al., 2006; Williams et al.,
2007). Déle je RAB1 spojovan s nékterymi aspekty regulace PI(4)P. Dumaresqg-Doiron et al., 2010 navrhuiji, Ze
RAB1 se podili na aktivaci PI4KIIIA na membrandach Golgiho aparatu. Je tedy pravdépodobné, Ze RAB1 neni

asociovan pouze s PI(3)P, ale Ze zprostfedkované ovliviiuje i jiné fosfoinositidy.

4  PIPy v membranach spojenych s RAB1

4.1 Zpusoby pfimé detekce PIP

Pro pozorovani PIP( in vivo se vyuzivaji fluorescenéné znacené sondy. Ty obsahuji proteinové domény
schopné specifické vazby na jednotlivé fosfoinositidy (Weixel et al., 2005; Hammond, Machner & Balla, 2014).
Tyto sondy ndm umoznuji nahlédnout i do dynamiky procest funkéné spojenych s témito lipidy (Blumental-
Perry et al., 2006). Je v3ak nutné brat v potaz to, Ze vyvazovani fosfoinositidt vazebnou doménou dynamiku
pozorovaného procesu mlize ménit, napfiklad ji inhibovat (Ge, Zhang & Schekman, 2014). Dalsi vlastnosti
téchto sond je, Ze Casto vazi PIPy v kontextu dalSich molekul asociovanych s membranami (Godi et al., 2004;

Weixel et al., 2005). Proto pak mohou detekovat jen jejich ur¢itou podmnozZinu v burice. Pro pozorovani PIP{i
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pfimo v burikach je mozZné pouZit i je vazajici protilatky. Tento zplisob vyZaduje fixaci bunék. Dale jsou s nim
spojené urcité pochybnosti o specifité protilatek (Kalasova et al., 2016). VyuzZiva se i biochemickych pfistupu.
Nékteré z nich jsou zaloZené na pouZiti radioizotopl v kombinaci s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) (Sarkes & Rameh, 2010), jiné pak napfiklad na metodach hmotnosti spektrometrie
(Clark et al., 2011; Cheung et al., 2021). Nékteré postupy zaloZzené na hmotnostni spektrometrii umoznuji
i identifikaci mastnych kyselin sledovanych PIP( (Clark et al., 2011). Pfi vyuZziti biochemickych metod k popisu
sloZeni fosfoinositidd v membranach jednotlivych organel je nutné tyto membrany nejprve izolovat, coz
miZe prinaset komplikace. Existuje tedy nékolik rGznych pfistupl umozZiujicich detekci a rozliseni

jednotlivych izoforem fosfoinositidd, kazdy s unikatnimi vlastnostmi i limity.

4.2 Pfima detekce PIP( na ER

Pritomnost nékolika izoforem PIPO v membrané ER byla objevena pristupy pouZivajicimi specifické sondy.
Konkrétné byly takto v oblasti ER detekovany PI(3)P, PI(4)P a PI(4,5)P, (Watt et al., 2002; Blumental-Perry et
al., 2006; Klinkenberg et al., 2014; B. cun Zhang et al., 2020). Po oSetfeni pozorovanych bunék mitogeny
(napt. destickovym rlstovym faktorem) nebo stresory (napf. H,0) se na membranu ER vazaly i sondy znadici
PI(3,4)P, a PI(3,4,5)P; (Sato et al., 2003; Watt et al., 2004). Za vyuZiti vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) byla zjisténa pritomnost PI(3)P a PI(5)P ve vzorcich tvofenych membranami hladkého

endoplazmatického retikula (HER) a GA (Sarkes & Rameh, 2010).

4.3 Proteiny asociované s PIPy na ER a jejich funkéni vyznam

Pro pochopeni funkéniho vyznamu pfitomnosti PIP( na membrané ER a objasnéni regulace jejich lokalizace

je stéZejni prozkoumat i jejich efektory, kindzy a fosfatazy spojené s ER.

4.3.1 SACI1naER

Funkéné vyznamnou fosfatdzou fosfoinositidl, asociovanou sendoplazmatickym retikulem, je SAC1
(supresor aktinu 1). Jedna se o integralni membranovy protein obsahujici C-termindlni transmembranovou
doménu (Whitters et al., 1993; Nemoto et al., 2000). V kvasince S. cerevisiae tento enzym defosforyluje
PI(3)P, PI(4)P a s nizkou aktivitou i PI(3,5)P2. In vivo preferovanym substratem je PI(4)P (Hughes et al., 2000).
Savci SAC1 je exprimovana tkanové nespecificky a lokalizovana je obdobné jako jeji kvasinkovy homolog.
U lidské SAC1 je jeji katalyticka aktivita, testovana in vitro, omezena pouze na PI(3)P a PI(4)P (Nemoto et al.,

2000; Rohde et al., 2003).

SAC1 méni svou lokalizaci mezi ER a GA v zavislosti na stavu bunky. Pfi stresu spojeném
s nedostatkem Zivin se SAC1 presouva z ER na GA, kde svou fosfatazovou aktivitou zplsobuje depleci PI(4)P
a tim inhibuje sekreci z TGN (Faulhammer et al., 2007; Blagoveshchenskaya et al., 2008). U savcich bunék je
lokalizace SAC1 zavisla i na signalizaci p38 mitogenem-aktivované protein kinazy (MAPK), jejiz aktivita posiluje
pfitomnost SAC1 na ER. Transport SAC1 mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho aparatem probiha

v zavislosti na jejim oligomerizacnim stavu. Aktivitou p38 MAPK disociuji SAC1 oligomery pfitomné na
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membrané GA. Rozpadem téchto komplex( je odkryt na SAC1 pfitomny vazebny motiv pro podjednotky
COPI. Plast COPI poté zprostifedkuje pfenos monomerd SAC1 na ER. Naopak oligomery SAC1 asociuji
s podjednotkami COPII, které reguluji transport v opacném sméru, tedy z ER do GA (Blagoveshchenskaya et

al., 2008).

SAC1 na endoplazmatickém retikulu udrzuje nizké koncentrace svych substrat(. Tim v oblastech
kontaktd membran (OKM) vytvaii gradient PI(4)P mezi endoplazmatickym retikulem a na PI(4)P bohatSimi
strukturami plazmatické membrany a Golgiho aparatu (Chung et al., 2015; Moser von Filseck et al., 2015).
Tento rozdil v koncentracich PI(4)P umoZniuje nevezikuldrni pfenos lipid{ pfes OKM a je popisovan také jako
“fosfoinositidova hnaci sila“. Pro tuto funkci SAC1 je dilezZité, Ze jeji katalyticka aktivita probiha prevainé
v cis. To znamena, Ze defosforyluje pouze na membrané, na které je pfitomna. Pfipadna trans aktivita, kterou
by SAC1 byla schopna enzymaticky plsobit i na membrany pres OKM, by tvorbu takového gradientu totiz

mohla narusovat (Zewe et al., 2018).

Minimalni model daného nevezikularniho transportu lipidd pfes OKM byl navrhnut a ilustrovan na
pfikladu transportu sterolu na GA. Transport je zaloZen na Cinnosti tfi proteinovych komponent a to OSBP
(oxysterol-vazebného proteinu), obecného retikuldrniho receptoru VAP-A (protein asociovany s VAMP A)

a pravé SAC1 (Mesmin et al., 2013).

OSBP obsahuje ve své strukture N-koncovou plekstrin-homologni (PH) doménu a centralni FFAT
motiv (dva fenylalaniny v kyselém okoli) (Levine & Munro, 2002; Furuita et al., 2010). PH doména OSBP
asociuje s PI(4)P a malou GTPazou ARF1 (ADP ribosylacni faktor 1), ¢imz se vaze do membrany GA (Levine &
Munro, 2002). FFAT motiv zprostfedkovava asociaci OSBP s endoplazmatickym retikulem, konkrétné s VAP-
A (Furuita et al., 2010). PH doména spolu s FFAT motivem tedy dovoluje OSBP vazat membrany ER a GA
zaroven, ¢imZ dochazi k jejich pfiblizeni. Katalytickda OSBP pfibuznd doména (ORD), kterou OSBP taktéz
obsahuje, poté prendsi lipidy mezi membranami. Vnaseni mutaci do této domény narusuje vazbu

prenasenych lipidd a inhibuje jejich transport (Maeda et al., 2013).

Dynamika prenosu sterolu byla popsdna ve ¢tyfech krocich: 1) pfiblizeni membran ER a GA, 2) pfenos
sterolu z ER na GA proti koncentrac¢nimu gradientu, 3) prenos PI(4)P po koncentra¢nim gradientu z GA do ER
a 4) defosforylace preneseného PI(4)P retikularni SAC1 (Mesmin et al., 2013). Principialné velmi podobnymi
mechanismy je v savcich i kvasinkovych burikach prenasen fosfatidylserin z ER na PM pomoci proteind
zrodiny OSBP pribuznych proteind (Chung et al., 2015; Moser von Filseck et al., 2015). Pro transport
ceramidu z ER do GA, zprostfedkovany ceramid-trasportnim proteinem (CERT), je taktéz dulezity rozdil
v koncentracich PI(4)P, avSak v tomto pfipadé nedochazi k zpétnému prenosu PI(4)P na ER (Hanada et al.,

2003).

SAC1 je tedy fosfatdzou, kterd udrZuje na endoplazmatickém retikulu nizké koncentrace

monofosforylovanych PIPU. Tim se zapojuje i do nevezikuldrniho transportu lipidd mezi ER a jinymi
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organelami (Mesmin et al., 2013; Chung et al., 2015; Moser von Filseck et al., 2015). V ptipadé nedostatku
Zivin v bunice se pfemistuje na Golgiho aparat, kde inhibuje sekreci z TGN (Faulhammer et al., 2007,

Blagoveshchenskaya et al., 2008).

4.3.2 Ptdins 4-kindzy a 3-kindzy na ER

Dalsim enzymem funkcné spojenym s ER a zdroven s PI(4)P je savci PI4KIIA (fosfatidylinositol 4-kindza IlIA).
Pritomnost PI4KIIIA na ER byla, za uZiti fluorescencné znacenych protilatek, popsana ve studii Wong et al.,
1997. Limitem této prace je, Ze byla sledovdna pouze exogenné exprimovana izoforma 1 (97 kDa). Tato forma
proteinu je vSak pravdépodobné katalyticky neaktivni a jeji endogenni pfitomnost nebyla v testovanych
lidskych tkanich (a bunécnych liniich) prokazana (Szentpetery et al., 2011). Lokalizace fyziologicky relevantni
izoformy 2 (230 kDa) je pak spojena hlavné s PM a je zprostifedkovana jeji interakci's dvojici na PM pfitomnych

proteind TTC7B a EFR3B (Nakatsu et al., 2012).

Funkéni role PI4KIIIA je vSak popsana i na ER, konkrétné pfi regulaci ERES (Farhan et al., 2008;
Klinkenberg et al., 2014). Pfi redukci mnoZstvi (KD) PI4KIIIA byl snizen pocet ERES a zaroven byla inhibovana
adaptivni odpovéd na akutni zvySeni potieby tfidit sekretované proteiny do ERES. Oba tyto efekty KD byly
napraveny pomoci bovinni PI4KIIIA (Farhan et al., 2008). Vyznam PI(4)P pro funkci ERES je popsan
i v Blumental-Perry et al., 2006. Autofi tohoto ¢lanku popisuji zpomaleni a naruseni sekrece proteinu G viru
vezikularni stomatitidy (VSVG) pti depleci, respektive vyvazovani PI(4)P. Vzhledem k tomu, Ze aplikaci
wortmanninu, inhibitoru i fosfatidylinositol 4-kindz typu Ill (zminéné PI14KIIIA a PI4KIIIB) (Meyers & Cantley,
1997; Balla et al., 2005), nedochazi k detekovatelné deregulaci PI(4)P na ER, pfedpokladaji autofi ¢lanku tcast
fosfatidylinositol 4-kinaz typu Il (PI4Kll). DlleZitost pritomnosti PI(4)P na ERES je popsana i pro transport

fyziologického nakladu, N-kadherin-B-kateninového komplexu (Hayashi et al., 2007).

Pro sekreci imunologicky vyznamného proteinu STING (stimulatoru interferonovych gen() je stéZejni
obohaceni jiného PIPu na ERES, a to PI(3)P. Vtomto procesu hraje roli PIK3C3 (katalytickd podjednotka
fosfatidylinositol 3-kindzy typu 3), také zndma jako VPS34, jejiz specifickou inhibici dochazi k naruseni sekrece
proteinu STING (B. cun Zhang et al., 2020). PIK3C3 je z rodiny fosfatidylinositol 3-kinaz. In vivo tvofi dva
komplexy, kazdy se specifickou lokalizaci a rozdilnou regulaci. Jiz zminény komplex |, ktery je aktivovdn

RAB1A, je spojen hlavné s autofagii (kap. 3.5), komplex Il se zapojuje do endocytdzy (Tremel et al., 2021).

Jako efektor PIPU na ERES je popsan protein P125A (Klinkenberg et al., 2014). Tento protein obsahuje
tandem sterilniho a-motivu (SAM) a DDHD domény in vitro vazajici vSéechny monofosforylované PIPy (Inoue
et al., 2012). Funkci P125A je propojeni vnitfni a vnéjsi vrstvy COPIl plasté a vyvazani COPIl ze SEC16A,
molekuldrniho leseni fungujiciho v procesu sestavovani struktur COPIl. Obé tyto aktivity vedou k funkénimu
ustanoveni ERES. Pokud dojde k naruseni tandemu SAM/DDHD, ¢i inhibici PI4KIIIA pfestane P125A plnit své
funkce (Klinkenberg et al., 2014).
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Fosfoinositidy mohou také hrat roli v klenuti membrany v oblasti ERES. Je popsdno, Ze anionické
fosfolipidy koncentrované v jedné vrstvé membrany, navozuji jeji zakfiveni (Hirama et al., 2017). Protein
SAR1 (se sekreci spojovany protein pribuzny RAS 1), GTP4za stéZejni pro ustanoveni ERES, in vitro asociuje
s vyssi preferenci pravé s vice klenutymi membrdnami (Hanna et al., 2016). Zaroven studie provedend na
kvasince S. cerevisiae ukazuje, Ze ERES jsou lokalizovany hlavné v doménach ER s vysokym klenutim membran
(Okamoto et al., 2012). To vse jasné ukazuje na klicovou roli nékterych fosfoinositidl v procesu ustanovovani
exportnich mist endoplazmatického retikula. Zaroven je depleci nékterych PIP( v oblasti ERES pfimo
zasazena sekrece nékolika, a to i fyziologicky dualeZitych, protein(. Jako efektor fosfoinositidd na ERES je
doposud popsan pouze protein P125A. Je vSak pravdépodobné, Zze v budoucnu zde budou popsany i dalsi

efektory téchto lipida.

Retikuldrni PI(3)P, konkrétné jeho podmnoZzina lokalizovana v oblasti omegazom{, je dale spojeny
i s procesem autofagie (Axe et al., 2008; Huang et al., 2011). Omegazom je sit tubularnich Gtvard, na kterych
se vyskytuje PI(3)P a kterd propojuje endoplazmatické retikulum s vyvijejicim se fagopdrem. Je tedy
platformou alespon pro ¢ast vyvoje fagopéru (Uemura et al., 2014). Udrzovani kontaktu mezi fagopdrem a ER
mUze byt dalezité napfiklad pro nevezikularni pfenos lipidd na rostouci fagopér (Maeda, Otomo & Otomo,
2019). S ustanovenim omegazomu a s tim spojenou syntézou PI(3)P je funkéné spjaty vyse zminény komplex
PIK3C3-CI (kap. 3.5) (Axe et al., 2008; Karanasios et al., 2013; Tremel et al., 2021). Jak jiz bylo popsano, do
aktivace tohoto komplexu se zapojuje RAB1A (Tremel et al., 2021). Dal$im daleZitym aktivatorem PIK3C3-Cl
je i aktivni komplex ULK1. Jeho podjednotka ATG13A se vdze na negativné nabité fosfolipidy, véetné PI(3)P,
¢imz dochazi k obohaceni komplexu ULK1 v oblasti formujicich se omegazom(l a pozitivnimu
zpétnovazebnému posileni aktivace PIK3C3-Cl (Karanasios et al., 2013). Zaroven je do mist vzniku
omegazomu pomoci ATG9A pozitivnich vackl dorucovana i PI4KIIIB ¢i PI4KIIA, které mohou produkci PI(4)P
také napomadhat vazbé ATG13A a tedy za Ucasti ULK1 podporovat tvorbu PI(3)P na omegazomech (Karanasios
et al., 2013; Judith et al., 2019). Utvareni omegazomu je tedy dynamicky proces, ktery zapojuje membrany

ER, i v zavislosti na tvorbé fosfoinositid(, do procesu autofagie.

4.3.3  PIP; a PIPs fosfatdzy na ER

S endoplazmatickym retikulem je také spojeno nékolik fosfataz, jejichz primarnimi substraty jsou PIP; &i PIP3
(Walker, Downes & Leslie, 2001; Wiradjaja et al., 2001; Gurung et al., 2003). Fosfataza TPIP (TPTE a PTEN
homologni inositol-lipidova fosfataza) je u ¢lovéka tkanové specificky enzym, exprimovany v mozku, Zaludku
avarlatech. Na ER je pfitomna izoforma a. Fosfatazova doména TPIP defosforyluje in vitro nejucinnéji 3. pozici
PI(3,4,5)Ps. Vykazuje vSak fosfatdazovou aktivitu i vici ostatnim na 3. pozici fosforylovanym fosfoinositidim

(Walker, Downes & Leslie, 2001).

INPP5K (inositolpolyfosfat 5-fosfataza K) je savci protein s 5-fosfatdzovou aktivitou vici PI(4,5)P,

i P1(3,4,5)P5 (ljuin et al., 2000). Je exprimovana tkanové nespecificky a lokalizovana u nestimulovanych bunék
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v membrané ER (Gurung et al., 2003). Retikularni umisténi je zajisténo interakci s ARL6IP1 (Dong et al., 2018).
Pti stimulaci bunék epidermalnim rlstovym faktorem se INPP5K pfesouvd na PM (Gurung et al., 2003).
Retikularni PI(4,5)P, 5-fosfatazou je u kvasinky S. cerevisiae Inp54p (PIP; specificka fosfataza). Ta ma svou
roli i v regulaci sekrece. Mutace narusujici fungovani Inp54p zvySuje miru sekrece exogenné exprimovaného
reportérového proteinu (bovinniho pankreatického trypsinového inhibitoru) do média, ve kterém jsou
kvasinky kultivovany (Wiradjaja et al., 2001). Moznou uUlohu PIP; na regulaci proteinové sekrece popisuje

i dfive zminénd prace Blumental-Perry et al., 2006.

PIPy funkce
sekrece, autofagie (Axe
etal., 2008; Huang et al.,
2011; B. cun Zhang et al.,
2020)
transport lipida
(Mesmin et al., 2013;
Chung et al., 2015;
Moser von Filseck et al.,
2015)
sekrece (Farhan et al.,
2008; Klinkenberg et al.,
2014)
sekrece (Blumental-
Perry et al., 2006)

lokalizace enzymy

PIK3C3 (B. cun Zhang et
PI(3)P (B. cun Zhang et al., 2020)

al., 2020)

SAC1 (Nemoto et al.,
2000)

PI4KIIIA (Farhan et al.,
2008; Klinkenberg et al.,
2014)

Pl4 Il. typu (Blumental-
Perry et al., 2006)

PI(4)P (Blumental-Perry
et al., 2006)

Endoplazmatické
retikulum

PI(5)P (Sarkes & Rameh,

2010)
PI(3,4)P, (Watt et al.,
2004)
INPP5K (Gurung et al.,
PI(4,5)P, (Watt et al., 2003)
2002) Inp54p (Wiradjaja et al., sekrece (Wiradjaja et al.,
2001) 2001)

PI(3,4,5)P;s (Sato et al.,
2003)

TPIP (Walker, Downes &
Leslie, 2001)

Tab. ¢. 1: Prehled PIPG a enzymu metabolizujich PIPy na ER

4.4 Prima detekce PIPU na ERGIC

Hammond et al., 2009 ptfimo detekovali PI(4)P na ERGIC a to jak za vyuziti protilatky, tak pomoci PH domény
FAPP1. Ta in vitro specificky vaze PI(4)P (Dowler et al., 2000).

4.5 Proteiny asociované s PIPy na ERGIC a jejich funkéni vyznam

Proteinem, jehoZ vazba na ERGIC je zprostfedkovana fosfoinositidy, je fosfolipdza A; KIAAO725p. Ta je na
ERGIC vazana pomoci tandemu domény SAM (obsahujici sterilni a motif) a domény DDHD. In vitro KIAAO725p
vaze kromé PI(4)P s mensi afinitou i PI(3)P a PI(5)P. Pfi depleci PI(4)P, a potencionalné i PI(3)P, z ERGIC a GA
pomoci rekombinantni SAC1 dochazi k preruseni asociace KIAA0725p sERGIC a kjeji redistribuci

do cytoplazmy (Inoue et al., 2012).
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4.5.1 PIPy v autofdgii na ERGIC

| samotna fosfatdza SAC1 byla detekovdna na ERGIC. Kolokalizace mezi SAC1 a ERGIC-53, proteinem typickym
pro ERGIC, byla pozorovana u COS-7 bunék, které byly vystaveny nedostatku Zivin (Pahuja et al., 2015).
H. Zhang et al., 2020 pak popisuji, Ze pro optimalni fungovani alespori nékterych typl autofagie je dllezita
deplece PI(4)P na rozhrani ERGIC/GA zprostiedkovana pravé SAC1. Pfi redukci mnoZstvi SAC1 (KD) v Hela
bunkach autofi pozorovali zvétsené mnoZstvi autofagozomu v cytoplazmé, coz bylo zplsobené inhibici jejich
fuze slysozomy. Tyto poznatky rozsituji jiz predstaveny model ¢innosti SAC1 mezi endoplazmatickym
retikulem a Golgiho aparatem (kap. 4.3.1). Ukazuji, Ze hladovénim iniciovany presun enzymu z ER na GA neni
dllezity pouze pro inhibici transportu proteinll z TGN, ale Ze SAC1 enzymaticky puUsobi i na rozhrani

ERGIC/GA, coz hraje dlleZitou roli v procesu autofagie.

In vitro experimenty ukazaly, Ze na lipidaci proteinu LC3 (lehkého fetézce 3 s mikrotubuly
asociovaného proteinu 1A/1B), coz je proces, ktery je zasadni pro biogenezi autofagozomu (Tanida et al.,
1999; Kabeya et al., 2000), se nejaktivnéji podili membrany pochazejici z ERGIC (Ge et al., 2013). Pri
pozorovani hladovéjicich bunék osetfenych latkami zplsobujicimi rozpad ERGIC (H89 a klofibratem) nebyly
detekovany shluky vackl obsahujicich LC3, které bézné znaci probihajici autofagii. Dale nebyla detekovana
ani mista bohatd na ¢asné markery biogeneze autofagozomu ATG14A a DFCP1 (protein obsahujici dvojitou
FYVE domému 1) (Ge et al., 2013). Srovnatelny efekt na pribéh lipidace LC3 mélo pouZiti 3-methyladeninu,
inhibitoru produkce PI(3)P (Ge, Zhang & Schekman, 2014). Tato pozorovani dohromady poukazuji
na duleZitost PI(3)P a ERGIC v procesu lipidace LC3 a tim padem i v procesu biogeneze autofagozomu. Ge et
al., 2014 poté predpokladaji, ze PI(3)P, tvofeny v zavislosti na autofagickych signdlech, fidi asociaci COPII
struktur s ERGIC. Ty pak zprostfedkovavaji tvorbu vack(, ve kterych probiha lipidace LC3 a které se podileji
na tvorbé autofagozomu. V pozdéjsi praci Ge et al., 2017 popisuji, Ze cely tento proces provazi rozsahla

prestavba ERES, kterd umozni asociaci COPIl s ERGIC.

4.5.2 PIP fosfatdzy na ERGIC

Jak s procesem autofagie, tak s ERGIC je spojeno i nékolik protein zjiz zminéné rodiny
fosfatidylinositolfosfat/polyfosfat 3-fosfataz, myotubularind (kap. 3.6) (Zou et al., 2012; Mochizuki et al.,
2013; Allen et al., 2020; Doubravska et al., 2020). Pfimo na ERGIC byly detekovany MTMR6, MTMR8 i MTMR9
(Mochizuki et al., 2013; Doubravska et al., 2020).

S autofagii spojeny PI(3)P je preferovanym substratem dimeru aktivni fosfatdazy MTMRS8
a neaktivniho MTMR9. Pfi zvySeni mnozstvi obou téchto proteinld zaroven dochazi v bunkach k inhibici
autofagie (Zou et al., 2012). Naopak pfi snizeni jejich mnozZstvi v bunikach je detekovana zvySena autofagicka
¢innost. Stejny efekt ma KD i pouze MTMR9 (Zou et al., 2012; Doubravska et al., 2020). Zou et al., 2012 dale
popisuji, ze v hladovéjicich burikdch dochazi k rozpadu komplexu MTMR8/MTMR9. Samotny MTMRS,
oddéleny od MTMR9, ma vyrazné nizsi fosfatazovou aktivitu vici PI(3)P. Pfi zvySené autofagické Cinnosti
v bunikach je tedy timto zplsobem nejspis redukovana deplece PI(3)P, coz umozriuje optimalni fungovani
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procest biogeneze autofagozomu. Vsechny tyto vysledky nasvédcuji tomu, Ze MTMR9 je v komplexu

s MTMRS, pfipadné jinym proteinem, negativnim regulatorem autofagie.

Katalyticky inaktivni MTMR9 je kromé autofagie spojeny i s regulaci sekrece. Pfi zvySeni mnozstvi
proteinu pomoci transfekce bylo pozorovano zpomaleni sekrece VSVG (Doubravska et al., 2020). Funkéni
propojeni s regulaci sekrece bylo popsano i u dalsiho z s ERGIC asociovanych myotubularini, u MTMR6.
Redukce tohoto proteinu (KD) v normalnich krysich ledvinovych (NRK) burikdch urychlila sekreci VSVG. Taktéz
byla u MTMR6 popsana role v regulaci formovani autofagozomu (Mochizuki et al., 2013). Myotubulariny
spojené s ERGIC jsou tedy molekulami asociovanymi s RAB1, které jsou pravdépodobné funkéné rozkrocené

mezi procesy sekrece a autofagie.

Posledni fosfatidylinositolpolyfosfat fosfatdazou detekovanou na ERGIC je jiz zminéna INPP5B
(kap. 3.6) (Williams et al., 2007). Preferovanym substratem tohoto enzymu je PI(4,5)P,, jeho plsobenim
dochazi k defosforylaci fosfatu na 4. pozici inositolového kruhu. In vitro je u INPP5B detekovdna 4-fosfatazova
aktivita i vGc¢i dals$im substratim, véetné PI(3,4,5)Ps a solubilniho inositolu-3,4,5-trifosfatu (Jefferson

& Majerus, 1995; Schmid et al., 2004).

lokalizace PIPy enzymy Funkce
*dimer MTMRS8/9 (Zou et regulace autofagie (Zou et
PI(3)P\° al., 2012; Doubravskd et al., 2012; Doubravskd et
al., 2020) al., 2020)

PI(4)P (Hammond, Schiavo
& Irvine, 2009)

autofagie (H. Zhang et al.,

SAC1 (Pahuja et al., 2015) 2020)

ERGIC
*dimer MTMR6/9 (Zou et

PI(3,5)P,"° al., 2012; Mochizuki et al.,
2013)

INPP5B (Williams et al.,
2007)

Tab. C. 2: Prehled PIPG a enzymi metabolizujich PIPy na ERGIC; pozn. ND — PIP nebyl pfimo detekovdn,

regulace sekrece
(Mochizuki et al., 2013)

P1(4,5)P,"°

* u myotubularint byl uveden pouze protein/komplex s nejvétsi enzymatickou aktivitou vici substrdtu

4.6 Pfima detekce PIPG na GA

Pouzitim rekombinantnich sond byly na membrané GA detekovany PI(4)P a PI(4,5)P, (Watt et al., 2002;
Weixel et al., 2005). Pritomnost PI(4)P na GA byla potvrzena nezavisle nékolika riznymi sondami. Nékteré
z nich obsahovaly takové PH domény, které jsou schopné selektivné vazat PI(4)P (Levine & Munro, 1998;
Weixel et al., 2005). Pouzita byla i sonda odvozend z bakteridlniho proteinu SidM. Tento protein, ktery je
produkovan bakterii Legionella pneumophila, obsahuje PI(4)P vazebnou doménu PAM (Hammond, Machner
& Balla, 2014). Pfi stimulaci bunék destickovym rlistovym faktorem byl pomoci sondy prfechodné pozorovan
i PI(3,4,5)P5 (Sato et al., 2003). Jak bylo jiz dfive zminéno (kap. 4.2), biochemickou metodou zaloZenou na
vysokoucinné kapalinové chromatografii, byla zjisténa pfitomnost PI(3)P a PI(5)P ve smési tvorené

z membrdan hladkého endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu (Sarkes & Rameh, 2010).
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4.7 Proteiny asociované s PIPy na GA a jejich funkéni vyznam

Studium efektord a enzymu metabolizujicich PIPy na GA ndm umoziiuje detailnéji nahlédnout na regulaci a
funkéni vyznam téchto molekul jak v oblasti GA, tak i v kontextu celé buriky. Za majoritni izoformu spojenou
s GA byva v literatufe oznacovan PI(4)P (*Jean & Kiger, 2012). Produkce PI(4)P na GA je u kvasinky
S. cerevisiae zprostfedkovana kindzou Piklp (Strahl et al., 2005). U savcich bunék jsou vtomto procesu
zapojeny jejich vSechny ctyfi Ptdins 4-kindzy, konkrétné PI4KIIIA, PI4KIIIB (homolog Pik1p), PI4KIIA a PI4KIIB.
Kazda z téchto kindz ma na Golgiho aparatu své funkce (Nakagawa, Goto & Kondo, 1996; Godi et al., 1999;
Wang et al., 2003; Wieffer et al., 2013). Alespon nékteré z nich nejsou vzajemné zcela zastupitelné a reguluji

rozdilné podmnoZziny PI(4)P na GA (Weixel et al., 2005).

4.7.1 PI4KllIB

PI14KIIIB se primarné nachdzi na GA, ale v mensi mife byl tento enzym pozorovan i v jadie nebo cytoplazmé
(de Graaf et al., 2002). Regulace vazby PI14KIIIB na membranu GA je komplexni proces, ve kterém hraje roli
mnozZstvi GA rezidentnich proteint, naptiklad ACBD3 (acyl-koenzym A vazajici doménu obsahujici protein 3),
GGA2 (s Golgiho aparatem spojeny, gama adaptinové ucho obsahujici, ARF vazebny protein 2) ¢i ARF (Godi
et al., 1999; Klima et al., 2016; Daboussi et al., 2017; Stalder et al., 2024).

Stalder et. al., 2024 predstavuji model, ktery dava do souvislosti asociaci PI4KIIIB s Golgiho aparatem
a dorucovani sekrecnich struktur na Golgiho aparat. ACBD3, vazebny protein PI4KIIIB, je dle autord nejprve
prechodné navazan na komplex SNARE protein(, tvorfeny mezi pfichozimi vacky a cis-GA samotnym. Tato
interakce poté zprostiedkuje predani ACBD3 na golginy, konkrétné golgin-45 a giantin. Tim je dosazeno
stabilni vazby proteinu ACBD3, a s nim tedy i PI4KIIIB, na cis cisternu Golgiho aparatu. Membranové vazana
PI4KIIIB pak lokalné produkuje fosfatidylinositol-4-fosfat (Klima et al., 2016; Stalder et al., 2024). Tento model
dodava novy vhled na lokalni regulaci PI(4)P v mistech splyvani anterogradnich transportnich struktur s GA.
DuleZitost PI(4)P pro tento proces byla popsana jiz dfive u kvasinky S. cerevisiae (Lorente-Rodriguez

& Barlowe, 2011).

GTPaza ARF je dalsim proteinem dulezitym pro vazbu PI4KIIIB s membranami Golgiho aparatu.
Asociace PI4KIIIB s membranami obsahujicimi aktivovany ARF byla nejdfive pozorovana in vitro. Také dalSimi
experimenty in vivo bylo poukdzdno na funkéni spojeni ARF a PIK4IIIB. Jednalo se o pokusy zaloZené
na pozorovani disociace PI4KIIIB z Golgiho apardtu pfi pouZiti brefeldinu A (BFA), fungitoxinu branicimu
aktivaci ARF (Godi et al., 1999). V pozdéjsi praci Haynes et al., 2005 autofi popisuji, Ze PI4KIIIB je schopna
pfimé vazby na ARF, zaroven ji ale charakterizuji jako “ponékud neefektivni®. Je vsak ziejmé, Ze aktivovana
GTPaza ARF je skrze pfimou vazbu, ¢i néjaky svij efektor, dlleZitd pro udrZeni alespon casti celkového

mnozstvi PI14KIIIB na Golgiho aparatu.

Pfitomnost PI4KIIIB na TGN je regulovana i proteinem GGA2. Mezi PI4KIIIB a GGA2 byla téZ
detekovana pfima vazba. Pfi depleci GGA2 (KD) dochazi k oslabeni pfitomnosti PI4KIIIB na TGN (Daboussi et
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al., 2017). JelikoZ je umisténi GGA2 na GA fizeno ARF1 a PI(4)P (Wang et al., 2007), je moZné, Ze vySe popsany
funkéni vyznam ARF na regulaci PI4KIIIB je zprostfedkovan castecné diky GGA2. Cely tento systém by pak

pozitivni zpétnou vazbou obohacoval PI(4)P na TGN.

Asociace PI4KIIIB s Golgiho aparatem je tedy ovliviiovana mnoha faktory, které mohou regulovat
vazbu PIK411IB v riznych ¢astech GA. K obohaceni PIK4IIIB v urcitych oblastech Golgiho aparatu pak muize

dochazet za vyuziti pozitivnich zpétnovazebnych regulatord, napfiklad GGA2.

Dalsim na TGN pritomnym efektorem spolec¢nym jak pro ARF1, tak pro PI4KIIIB, je NCS-1 (neuronalni
senzor vapniku 1) (Haynes, Thomas & Burgoyne, 2005). NCS-1 je dllezitym regulatorem enzymatické aktivity
PI4KIIIB (De Barry et al., 2006). U ¢lovéka je exprimovan pouze v urcitych tkanich napf. v mozku, plicich
a gastrointestinalnim traktu (Uhlén et al., 2015). V zavislosti na lokalni koncentraci vapenatych kationt( se
NCS-1 nachdzi bud' v aktivovaném, &i inaktivnim stavu. Pfi zvySujicich se hladindch Ca?* pfechdzi NCS-1
do aktivované formy a pozitivné reguluje enzymatickou aktivitu PI4KIIIB (De Barry et al., 2006). Jako
antagonisté NCS-1, inhibujici ¢innost PI4KIIIB v zavislosti na nizkych koncentracich vapnikovych kationt(, jsou
popsany kalneurony-1/2 (Mikhaylova et al., 2009). Dalsim druhem regulace PI4KIIIB je jeji fosforylace
(Hausser et al., 2005). Na strukture P14KIIIB je detekovano hned nékolik fosforylacnich mist (Suer et al., 2001).
S fosforylaci serinu na pozici 294 zprostfedkovanou PKD (protein kindzou D) je pak spojena asociace PI14KIIIB

s proteinem z rodiny 14-3-3 (Hausser et al., 2006).

SlozZitost regulace umisténi a aktivity PI4KIIIB na Golgiho aparatu ukazuje na potfebu jemné a presné
kontroly nad jednotlivymi podmnozinami PI(4)P na této organele a tim padem upozoriuje na dileZitost jejich
funkéniho vyznamu. Zapojeni vépnikovych kationtl v nékterych tkanich pak propojuje regulaci PI(4)P

na Golgiho aparatu s celou rfadou signdlnich drah (*Bagur & Hajndczky, 2017).

Dalsi odstavce se budou zabyvat funkénim vyznamem PI411I1B na Golgiho aparatu. Pti transfekci COS-
7 bunék katalyticky inaktivni formou PI4KIIIB (D656A) dochazi k rozpadu GA (Godi et al., 1999). Dalsi efekt
transfekce bunék katalyticky inaktivni formou PI4KIIIB byl pozorovan pfi experimentu sledujicim sekreci
VSVG. U takto o3etfenych bunék byla pozorovana inhibice sekrece proteinu VSVG z GA na PM. Zaroven bylo
ukazano, Ze tyto bunky, oproti bunkam kontrolnim, nemaji na TGN pfitomny FAPP1 a FAPP2 (4-fosfat
adaptorové proteiny 1 a 2). Ty jsou PI(4)P a ARF vazebnymi proteiny, jejichZ pfitomnost na TGN je potiebna

pro optimalni fungovani sekrece z GA na PM (Godi et al., 2004; Lenoir et al., 2010).

Jiz dfive byla v této casti textu zminéna pozitivni zpétnovazebna regulace mezi PI14KIIIB a GGA2
(Wangetal., 2007; Daboussi et al., 2017). GGA2, jenZ je PI4KBIIIB ovliviiovan, je klatrinovy adaptorovy protein
hrajici dUlezitou roli vtransportu mezi GA a endozomy (Zhu et al., 2001). PI4KIIIB se zapojuje také
do transportu prevazné vétsich struktur, které GA opoustéji v neobalenych pleomorfnich Gtvarech (Valente
et al., 2012). PI4KIIIB dale tvori komplexy s nékterymi proteiny z rodiny RAB, konkrétné s RAB11A, RAB11B
a RAB30 (de Graaf et al., 2004; Nakajima et al., 2019). Ustanoveni komplexu mezi RAB11 a PI4KIIIB je funkéné
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dllezité pro zajisténi optimalni sekrece z GA na bunéény povrch (de Graaf et al., 2004). Chalupska et al., 2019
ve své praci blize popisuji usporadani takového komplexu. Stouto strukturou je také spojena zvysena
aktivace AKT drahy u nékterych nddorovych onemocnéni prsou (Morrow et al., 2014). PI4KIIIB
a ji zprostfedkovana produkce PI(4)P je tedy nutnd pro udrZeni strukturni integrity GA a optimalni fungovani
sekrece z Golgiho aparatu, pricemz pfimo, ¢i pres produkci PI(4)P ovliviiuje mnoho proteind zapojenych do

tohoto procesu.

Vazba mezi RAB30 a PI4KIIIB je dlleZitd pro pribéh autofagie cilené proti nékterym zastupcim
bakterii ze skupiny Streptococcus. Nad rdmec regulace transportu z GA se PI4KIIIB podili i na nevezikularnim
transportu lipidu ceramidu mezi ER a GA (Toth et al., 2006). PI4KIIIB je také cilem nékolika virovych proteind.
Latky inhibujici enzymatickou aktivitu PI4KIIIB poté mlZou zabrariovat nékterym virovym infekcim (Arita et

al., 2011; Yang et al., 2012).

4.7.2 Dalsi proteiny spojené s PI(4)P na GA

| druhd z PtdIns 4-kinaz lll. typu, PI4KIIIA, byla detekovana na GA. Prvnitakové publikované pozorovanivzniklo
pfi transfekci krysi cDNA pro PI4KIIIA do COS-7 bunék (Nakagawa, Goto & Kondo, 1996). K obdobnym
zavérdm dosli ve své praci Dumaresq-Doiron et al., 2010. Jak bylo popsano v kapitole 3.6, tito autofi dale
predpokladaji, ze kinazova aktivita PI4KIIIA na GA je pozitivné regulovana za Ucasti RAB1A i RAB1B. PI4KIIIA
produkovany PI(4)P na cis cisterné Golgiho aparatu pozitivné ovliviiuje asociaci GBF1 (guanin nukleotidového
vyménného faktoru 1 rezistentnimu vici brefeldinu A spojeného s Golgiho aparatem), proteinu podilejicimu
se na sestavovani podjednotek COPI a plnicimu funkci GEF pro GTPazu ARF (Deng et al., 2009; Dumaresq-
Doiron et al., 2010; Meissner et al., 2018). Cinnost ARF, kterou tedy PI4KIIIA napom&hd regulovat, je klicova
pro mnoho funkci GA. Efekt zablokovani aktivace této GTPazy na Golgiho aparat je pozorovatelny pfi pouziti
BFA. Po osetfeni bunék BFA dochazi k rozpadu struktury Golgiho aparatu a tim k redistribuci proteind na ném

za normalnich podminek pfitomnych (Godi et al., 1999; Slavin et al., 2011).

Na produkci PI(4)P na GA se podileji i obé PtdIns 4-kinazy Il. typu (Wang et al., 2003; Wieffer et al.,
2013). PI4KIIA i PI4KIIB mohou byt kovalentné modifikovany palmitatem. Palmitované formy téchto kinaz
jsou pak stabilné asociovany s membranami (Barylko et al., 2001, 2009). Modifikace palmitatem je u PI4KIIA
nutna pro vazbu kindzy na TGN a je zavisla na strukturnim motivu bohatém na aminokyselinu cystein (CCPCC)
(Barylko et al., 2009). Zprostfedkovana je primarné cinnosti PATs (palmitat acyl-transferaz) DHHC
3 a7 a neprobiha bez lokalniho obohaceni membranové dvojvrstvy cholesterolem. PI4KIIA se tedy palmitaci
vaze do specifickych oblasti membran bohatych na cholesterol, takzvanych membranovych raftd, pfitomnych

na TGN (Lu et al., 2012).

Pfi zvySenych hladinach kindzy PI4KIIA dochazi v B-pankreatickych burkach mysi ke zpomaleni
sekrece inzulinu. Tento efekt je zavisly na vyvazovani PKD1 (protein kindzy D 1) silné exprimovanou PI4KIIA

(zhang et al., 2018). Na zakladé experimentl zaloZzenych na redukci mnoZstvi PI4KIIA pomoci siRNA bylo
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navrhnuto nékolik dalSich funkci pro tuto kindzu. V praci Y. J. Wang et al., 2003 je popsano, Ze pfi redukci
PI4KIIA (KD) prestava s TGN asociovat klatrinovy AP-1 (adaptorovy protein 1) a je vyznamné zpomalen export
VSVG ¢i hemaglutininu (HA) viru chtipky z TGN. V dalSim ¢lanku J. Wang et al., 2007 charakterizovali in vitro
vazbu klatrinovych adaptori GGA1 a GGA2 na PI(4)P a poukazali na ¢astecné odlouéeni téchto dvou proteint

z TGN pfi knock-downu PI4KIIA.

Nékteré z téchto zavérl jsou vsak v rozporu s vysledky jinych autord. Napfiklad Craige et al., 2008 pfi
KD PI4KIIA v bunécné linii HEK293 nepozorovali vyznamnou redistribuci AP-1 a zaroven detekovali PI4KIIA
hlavné v endozomalnim systému bunék, kde popsali jeji interakci s AP-3. DalsSi rozporuplny vysledek
predklada i Wieffer et al., 2013. Dle jejich pozorovani jsou drahy spojené s AP-1 deregulovany manipulacemi
s druhou z PtdIns 4-kindz II. typu, PI4KIIB. Ve své praci popisuji i pfimou vazbu mezi AP-1 a PI4KIIB, nikoliv
vSak mezi AP-1 a PI4KIIA. Ptesto je velmi pravdépodobné, Ze se PI4KIIA ¢astecné podili na exportu z Golgiho
aparatu. Je vsak mozné, Ze v rozdilnych bunécénych liniich jsou nékteré z pivodné navrhovanych funkci

PI4KIIA zastavany jinymi Ptdins 4-kindzami, napfiklad pravé PI4KIIB.

Zminovana interakce mezi PI4KIIB, jim produkovanym PI(4)P a AP-1 je duleZitd pro WNT signalizaci.
Embrya ryby Danio rerio vykazovala po redukci celkového mnozZstvi PI4KIIB vyvojové vady spojené
s narusenim WNT signalizace. Obdobné defekty vykazovala i embrya produkujici PI4KIIB s mutovanou

kinazovou doménou, neschopnou katalytické aktivity (Wieffer et al., 2013).

Fosfatdzou schopnou odstranovat PI(4)P na GA je SAC1 (Rohde et al., 2003). Ta je popsana blize
v kapitolach 4.3.1 a 4.5. Jeji enzymatickd c¢innost na GA je spojena primarné s inhibici sekrece z TGN

a s procesem autofagie (Faulhammer et al., 2007; Blagoveshchenskaya et al., 2008; H. Zhang et al., 2020).

Souhrnny vhled do funkéniho vyznamu PI(4)P na GA, i za vyuZiti enzymatické aktivity SAC1, nabizi
Szentpetery et al., 2010. Rekombinantni protein sloZzeny ze SAC1, zbavené ER lokaliza¢niho signalu, a TGN38
umoznil autordm pozorovat nasledky rychlé degradace PI(4)P na celém GA. Timto zasahem byl zastaven
export z GA na PM i do pozdnich endozom a z GA se oddélily klatrinové adaptorové proteiny GGA1 a GGA2.
ARF1 a klatrinovy adaptorovy protein GGA3 nebyly touto manipulaci ovlivnény. Také bylo timto pfFistupem
poukazano na ucast GA asociovaného PI(4)P na obnové PI(4,5)P, na plazmatické membrané pfi aktivaci

fosfolipazy C.

PI(4)P tedy ovliviiuje velké mnoZstvi biologickych déji probihajicich na GA, coz doklada i pocet
proteinl vyskytujicich se na této organele, spjatych s timto fosfoinositidem. Mnoho takovych proteinl bylo
zminéno jiz v pfedchozich odstavcich. Konktrétné se jednalo o klatrinové adaptory AP-1, GGA1 a GGA2, GEF
faktor GBF1, regulatory transportu na PM FAPP1 a FAPP2, i proteiny zapojené v nevezikuldrnim pfenosu
lipidl CERT a OSBP (Levine & Munro, 1998; Hanada et al., 2003; Godi et al., 2004; Szentpetery, Varnai & Balla,
2010; Meissner et al., 2018). Dalsimi, jesté nepredstavenymi efektory PI(4)P na Golgiho aparatu, jsou

regulatory specifické sekrece arfaptiny 1 a 2 (Cruz-Garcia et al., 2013), pro transport do pozdnich endozom(
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dalezity IPIP27A (protein interagujici s inositolfosfatazou o velikosti 27 kDa izoforma A) (Billcliff et al., 2016),
fosfolipaza A KIAAO725p (Inoue et al., 2012), ¢i GOLPH3 (golgi-fosfoprotein 3) (Rahajeng et al., 2019).

GOLPHS3 je dllezitym faktorem, ovliviiujicim hned nékolik procest na Golgiho aparatu. Po navazani
na PI(4)P v oblasti TGN indukuje zakfiveni membrany a vazbu myosinu 18 A, ¢imZ se zapojuje do procesu
prenosu vackd na PM (Rahajeng et al., 2019). Dalsi roli ma tento protein v procesu tfidéni glykosyltransferaz
do COPI asociovanych vackl, ¢imz se podili na jejich retrogradnim transportu (Eckert et al., 2014).
U nékterych malignich nddorovych bunék je pak pozorovana zvysena hladina sekrece prdvé v zavislosti na
GOLPH3 a dalSim PI(4)P vazebném proteinu, PITPNC1 (cytoplazmatickém proteinu prendsejicim
fosfatidylinositol 1). PITPNC1 po asociaci s PI(4)P zprostifedkovava na Golgiho apardtu zvySenou produkci

PI(4)P a tim i vétsi miru asociace GOLPH3, ¢imZ je export proteinll z GA zvysen (Halberg et al., 2016).

4.7.3  Proteiny spojené s PIP; a PIP; na GA

Pfitomnost PI(4,5)P; byla na GA detekovana rekombinantni sondou obsahujici PH doménu fosfolipazy C D1
(Watt et al., 2002). Zaroven bylo na zakladé in vitro experiment( ukazano, Ze PI(4,5)P; je na membranach GA
produkovan za Ucasti fosfatidylinositol-4-fosfat 5-kinazy, ktera je stimulovana aktivovanym ARF1 (Jones et
al., 2000). Anitei et al., 2017 poté detekovali na TGN fosfatidylinositol-4-fosfat 5-kindzu typu 1 A (PIP5K1A).
Kromé toho autofi ¢lanku nabizeji model jejiho fungovani pfi exportu vacékd z TGN do endozomalni sité.
PIPSK1A, po aktivaci GTPazou RAC1 (substrat botulotoxinu C3 souvisejici s proteiny RAS 1), v blizkém okoli
puciciho vacku katalyzuje fosforylaci PI(4)P na PI(4,5)P,. Takto produkovany PI(4,5)P; je Stépen fosfolipazou
C za vzniku diacylglycerolu. Tato zména lipidického sloZzeni membrany v tésném okoli puciciho vacku
zpUsobuje jeji remodelaci. Zaporné nabité fosforylované inositoly mohou zvySovat klenuti membrany, jejich
odstépenim pak dochazi ke snizeni pnuti v membrané a jejimu narovnani. To spolu s Gcasti dalsSich faktor(

podle autorl umoZnuje odstfihnuti vznikajiciho vacku od membrany TGN.

Fosfatazami s 5-fosfatazovou aktivitou, jejichZz primarnim substratem je PI(4,5)P,, jsou na Golgiho
aparatu jiz drive v textu popisované OCRL1 a INPP5B (kap. 3.6 a 4.5.1) (Jefferson & Majerus, 1995; Zhang et
al., 1995; Hyvola et al., 2006; Williams et al., 2007). Fosfatdza OCRL1, jeZ je na GA vazana a aktivovana za
Ucasti nékterych proteinl z rodiny RAB (Hyvola et al., 2006), ma vazebnou afinitu k terminalni doméné
téZzkého klatrinového fetézce a je pozorovatelna na vaccich fungujicich na rozhrani TGN a endozomalni sité
(Choudhury et al., 2005). Jak zvyseni, tak snizeni mnozstvi OCRL1 v burikach dereguluje transport mezi témito
membranovymi systémy. V pfipadé, Ze je dobunék dodana rekombinantni OCRL1 neobsahuijici 5-
fosfatdzovou doménu, je pozorovany efekt na tento transport silnéjsi (Choudhury et al., 2005). Billcliff et al.,
2016 pak popisuji, Ze se OCRL1, skrze asociaci s PI(4)P vazebnym proteinem IPIP27A a paksinem 2, pfimo
podili na biogenezi vackl fungujicich mezi TGN a endozomalni siti. Jelikoz jak PIP5K1A, tak OCRL1 reguluji
transport mezi TGN a endozomy, zda se, Ze funkéni vyznam PI(4,5)P, na GA je spojeny primarné s timto

druhem transportu.
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Na GA byl detekovan i jiz zmifovany MTMR9 (kap. 3.6 a 4.5.1). Jeho spojeni s touto organelou je

pozorovano i pfi rozruseni integrity Golgiho apardtu fungitoxinem BFA. MTMR9 vazany na GA je po takovém

oSetreni rozptylen do obdobnych shluk, jako RAB1A, ¢i pro cis-GA typicky GM130. Vazebni partnefi MTMR9

z rodiny myotubularind, konkrétné MTMR6 a MTMRS, pak s MTMR9 kolokalizuji, da se tedy predpokladat

i jejich spojeni s membranami Golgiho aparatu (Doubravska et al., 2020).

lokalizace PIPy

enzymy Funkce

PI(3)P (Sarkes & Rameh,
2010)

*dimer MTMRS8/9 (Zou et
al., 2012; Doubravska et

PI(4)P (Weixel et al.,
2005; Hammond,
Machner & Balla, 2014)

Golgiho aparat

al., 2020)
inhibice sekrece (Faulhammer
etal., 2007;
L (et e, 2008) Blagoveshchenskaya et al.,
2008)
PIK4IIA (Barylko et al.,
2009)
PIK4IIB (Wieffer et al., regulace sekrece (Wieffer et
2013) al., 2013)

PIK4IIIA (Nakagawa, Goto
& Kondo, 1996;
Dumaresq-Doiron et al.,

2010)
PIK4IIIB (de Graaf et al., sekrece, transport lipidii (Godi
2002) et al., 2004; Téth et al., 2006)

PI(5)P (Sarkes & Rameh,
2010)

PI(3,5)P,"°

*dimer MTMR6/9 (Zou et
al., 2012; Doubravska et
al., 2020)

PI(4,5)P, (Watt et al.,
2002)

transport na endozomy
(Choudhury et al., 2005;
Billcliff et al., 2016)

OCRL1 (Hyvola et al.,
2006)

INPP5B (Williams et al.,

2007)
PIP5K1A (Anitei et al., transport na endozomy
2017) (Anitei et al., 2017)

PI(3,4,5)Ps (Sato et al.,
2003)

Tab. ¢. 3: Prehled PIPG a enzymU metabolizujich PIPy na GA; pozn. ND — PIP nebyl primo detekovdn, * u

myotubularin byl uveden pouze protein/komplex s nejvétsi enzymatickou aktivitou vici substrdtu
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5 Zavér
Hlavnim cilem stanovenym pro tuto bakalarkou praci bylo popsat jaké fosfoinositidy se nachazi na
membrandch spojenych s GTPdzami RAB1, prozkoumat enzymy podilejici se na jejich tvorbé a regulaci

a nabidnout prehled efektorll a procesd, které jsou pod jejich kontrolou. DalSim zamérem bylo

charakterizovat vztah mezi samotnymi GTPazami RAB1 a fosfoinositidy, popfipadé enzymy je regulujicimi.

Nejdfive souhrnné o interakcich GTPaz RABL1 s fosfoinositidy a s nimi asociovanymi enzymy. Bylo
popsano, Ze PI(3)P a nékteré z enzymU spojenych s jeho regulaci pfimo interaguji s RAB1 (Mochizuki et al.,
2013; Mathiowetz et al., 2017; Tremel et al., 2021). Funkéni propojeni bylo detekovano i mezi RAB1
a nékterymi dalSimi enzymy, regulujicimi jiné fosfoinositidy (Hyvola et al., 2006; Williams et al., 2007,
Dumaresq-Doiron et al., 2010). Vazba mezi PI(3)P a RAB1 byla doposud publikovana pouze v jedné studii
(Mathiowetz et al., 2017). Do budoucna by tedy bylo vhodné existenci této vazby ovéfit a blize ji popsat.
Napriklad detekovat ve struktufe RAB1 misto, které se na asociaci s fosfoinositidem podili. Taktéz interakce
mezi RAB1 a fosfatidylinositolfosfat/polyfosfat 3-fosfatdzami z rodiny myotubularin( by bylo Zadouci blize

prozkoumat a ovéfit existenci ptimé vazby mezi MTMR6 a RAB1.
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Obr. ¢. 3: Prehled fosfoinositidi na membrdndch spojenych s RAB1 (vlastni tvorba, vychdzi z tab. ¢. 1, 2 a 3);

kfizek znaci fosfoinositidy, které nebyly v dané oblasti detekovdny pfimou metodou; zkratky: PIP,
fosfatidylinositolfosfat; ER, endoplazmatické retikulum,; ERES, exportni mista endoplazmatického retikula;
ERGIC, prechodny kompartment mezi ER a GA; GA, Golgiho apardt; PM, plazmatickd membrdna
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Hlavni cil této prace, poznatky o tom, jaké fosfoinositidy se vyskytuji v jednotlivych membranach

spojenych s RAB1, je predlozen ve formé obrazku ¢. 3.

Pritomnost fosfoinositidd na membrané endoplazmatického retikula je negativné regulovana
enzymatickou aktivitou hned nékolika fosfatdz (Nemoto et al., 2000; Walker, Downes & Leslie, 2001;
Wiradjaja et al., 2001; Gurung et al., 2003). Nizkd koncentrace PIPU na ER, konkrétné v mistech kontaktd
s ostatnimi organelami, je dileZita pro nevezikularni pfenos lipidd (Mesmin et al., 2013). Cinnost PtdIns kindz
na endoplazmatickém retikulu je Uzce spjata se specifickymi oblastmi, omegazomy a ERES, podilejicimi
se na procesech autofagie, respektive exportu proteinl (Blumental-Perry et al., 2006; Axe et al., 2008; Farhan
et al., 2008). Vtéchto mistech jsou fosfoinositidy detekovatelné pomoci dostupnych sond, jsou zde
lokalizované jejich efektory a je popsana jejich funkcni dlilezitost pro oba zminéné procesy (Blumental-Perry

et al., 2006; Axe et al., 2008; Klinkenberg et al., 2014; B. cun Zhang et al., 2020).

Na ERGIC byl pomoci dostupnych sond detekovan pouze PI(4)P (Hammond, Schiavo & Irvine, 2009).
Pritomnost enzymU metabolizujicich i jiné PIPy na jeho membranach viak predestira, Ze se zde nachazi i dalsi
fosfoinositidy (Williams et al., 2007; Mochizuki et al., 2013; Ge, Zhang & Schekman, 2014; Doubravska et al.,
2020). Jejich pfimé prozkoumani bude vyzadovat vyvinuti novych sond. Ty budou muset byt bud' citlivéjsi,
nebo specifi¢téjsi pro pouziti na membranach ERGIC. Detekce doposud neznamych efektord PIPG na ERGIC
by také mohla poskytnout nové informace o téchto lipidech a zaroven by jejich PIP vazebné domény mohly
byt vyuzity pro navrieni novych sond. Detailnéjsi znalost fosfoinositidd na ERGIC umozZni novy pohled
na regulaci struktur a procesl spojenych stimto membranovym systémem. Taktéz nam mize pomoci
objasnit, jakym zplisobem jsou enzymy metabolizujici fosfoinositidy na ERGIC spojeny se sekreci a autofagii.

Pti deregulaci téchto enzymu jsou totiz pozorovatelné efekty na oba zminéné procesy.

Za majoritni formu fosfoinositidl spojenou s Golgiho aparatem byva oznacovan fosfatidylinositol-4-
fosfat (*Jean & Kiger, 2012). U savcl jsou s GA asociovany jejich vSechny ¢tyfi Ptdins 4-kinazy (Nakagawa,
Goto & Kondo, 1996; de Graaf et al., 2002; Wang et al., 2003; Wieffer et al., 2013). Rada proces probihajicich
na Golgiho aparatu, véetné pfijimani, tfidéni i exportu sekretovaného ndakladu, ¢i udrZovani strukturni
integrity organely, je funkéné spojena pravé s PI(4)P a s nim asociovanymi kindzami (Godi et al., 1999;
Szentpetery, Varnai & Balla, 2010; Lorente-Rodriguez & Barlowe, 2011; Wieffer et al., 2013). Na GA byly také
detekovany, spolu s jejich substraty, enzymy metabolizujici jiné fosfoinositidy (Hyvola et al., 2006; Anitei et
al., 2017; Doubravska et al., 2020). Z nich je nejlépe popsana role pro PI(4,5)P; a enzymy s nim spjaté.

Ty se podileji na transportu mezi GA a endozomalnim systémem (Hyvola et al., 2006; Anitei et al., 2017).

Poznani fosfoinositidd na rozhrani endoplazmatického retikula, ERGIC a Golgiho aparatu nam tedy
umoznuje pochopit fadu molekularnich procest dilezitych pro optimalni fungovani sekrece. Takové znalosti
mohou byt vyuzity napriklad pro objasnéni vzniku a fungovani nékterych druhl nadorovych onemocnéni,

které jsou charakteristické zvySenou sekreci proteini (Halberg et al., 2016), ¢i neurodegenerativnich
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onemocnéni ¢asto spojenych s deregulaci ¢asné faze sekrece a ztratou integrity Golgiho aparatu (Ragagnin
et al., 2023). TaktéZ ndm umoziuje pochopit nékteré aspekty regulace Casné faze autofagie, procesu
zasadniho pro udrZovani homeostazy v burikidch, jehoZz naruseni muiZe taktéZ souviset s mnoha

patogenezemi.
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