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Abstrakt

Orientovany rust bunék je tésné provazan s organizaci cytoskeletu a polaritou bunék.
Polymerace aktinu za ucasti WRC a Arp2/3 komplext umoziuje neurontim vétveni den-
drita, bunky, diky svazkum aktinu, vytvéreji filopodia zkoumajici své okoli, rozdilnym
usporadanim mikrotubulu je zajistovan transport do odlisnych oblasti bunék, dynamiky
aktinu ¢i tlaku kapaliny je vyuzivano k orientovanému ristu. V této praci je zamérena
pozornost na procesy orientace mikrotubuli neuronti, strukturni organizaci slozek cytoske-
letu, jejich dynamiku a interakce v oblastech bunék zajistujici orientovany rist. V zévéru
je vénovana pozornost na terminalni rist a lumenogenezi kanalové bunky.

Prestoze se jedné o dva riazné typy bunék, z literatury vyplyvé, ze mechanismy ter-
minalniho rtstu jsou podobné, coz by mohlo umoznit vyuziti modelu kanalové bunky

Caenorhabditis elegans k pokroc¢ilym mikroskopickym metodam s vyhodou vétsi velikosti.

Klicova slova: Caenorhabditis elegans, mikrotubuly, aktin, orientovany rust, WRC, ka-

nalova bunka, rastovy kuzel, lumenogeneze



Abstract

Oriented cell growth is closely linked to cytoskeleton organization and cell polarity.

Polymerization of actin involving WRC and Arp2/3 complexes allows neurons to
branch dendrites, cells, thanks to actin bundles, form filopodia exploring their surround-
ings, different arrangements of microtubules ensure transport to different regions of cells,
actin dynamics or fluid pressure is used for oriented growth. In this work, attention is
focused on the processes of microtubule orientation of neurons, the structural organiza-
tion of cytoskeleton components, their dynamics and interactions in cell regions providing
oriented growth. Finally, attention is paid to terminal growth and lumenogenesis of the
canal cell.

Although these are two different cell types, the literature suggests that the mecha-
nisms of terminal growth are similar, which could allow the use of the canal cell model
Caenorhabditis elegans for advanced microscopic methods with the advantage of larger

size.

Keywords: Caenorhabditis elegans, microtubulus, actin, oriented growth, WRC, canal

cell, growth cone, lumenogenesis
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1 Uvod
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Obréazek 1: Schéma neuronu a usporadani cytoskeletu v ném.

Cytoskelet ma podobu vlaken uvniti bunék, vzajemné interagujicich pomoci proteint,
a hraje v buiice kli¢ovou roli pfi zaujimani jejiho tvaru (Priess a Hirsh, 1986; Kolotuev
a kol., 2013), jejim orientovaném rustu (Flynn a kol., 2012; Shi a kol., 2021), pohybu
(Agarwal a kol., 2024), vnitrobunééném transportu vacka ¢ proteinu (Yan a kol., 2013) i
pii bunééném déleni (Lantzsch a kol., 2021; Vieira de Carvalho, 2024).

Specifickym pripadem je orientovany rust, kde musi cytoskelet vykonavat mnoho tkoli
najednou. Jeho tlohou je zajistit samotny rist ve smyslu rozsirovani prostoru, ve kterém
se bunka nachézi, udrzet kontinuitu bunky a jeji tvar. Je podstatnou mechanickou opo-
rou, mimo to je jeho prostfednictvim v soucinnosti se specifickymi proteiny zajistovan
transport. Také udrzuje polaritu buiikky a musi byt schopen reagovat na okolni stimuly,
napiiklad zménou sméru ristu.

K takovémuto orientovanému rustu, ktery spliuje vSe zminéné vyse, dochéazi napii-



klad v dendritech a axonech neuront, ve kterych v rdmci tohoto procesu nékdy dochazi
i k vétveni. Ty tak diky tomu prostupuji t€lem a umoznuji v jeho ramci prenaset infor-
mace. Dendrity a axony jsou rozdilné struktury, které se lisi i funkci. Praveé rust, vétveni
i funkce jsou cytoskeletem reflektovany rozlicnym usporadanim mikrotubuli, aktinu a
mnoha dalsich proteinti (viz obr. 1). Dalsim velmi dobrym piikladem orientovaného ristu
je kanalova exkretorni buiika organismu Caenorhabditis elegans, jejiz ¢tyfi vybézky po do-
konceni ristu prostupuji v zasadé celym télem (Kenneth Nelson a kol., 1983; Sundaram
a Buechner, 2016).

Tato prace bude zamérena na orientovany rist a organizaci cytoskeletu neuronti obecné
a v kanalové buiice v organismu Caenorhabditis elegans (hadatko obecné). Divodem je,
ze neurony jsou typickym pfedstavitelem bunék s orientovanym riistem a kanalova buiika
kromeé své slozitéjsi morfologie a dulezité funkce v organismu disponuje dvémi membrano-
vymi kompartmenty — bazalni membréanu a apikalnim lumen. To zde umozinuje nahlédnout
i do mechanismu tubulogeneze, které se vyznamné uplatiuji v jinych organismech.

Procesy zminéné v této praci se v rizné mite uplatiuji napiiklad pfi vzniku a fungovani
lymfatického systému (Kolotuev a kol., 2013), béhem angiogeneze tenkych cév (Yu a
kol., 2015) ¢ pfi procesech zabranujicich neurodegenerativnim chorobam (Arnold a kol.,
2023). Prestoze se Caenorhabditis elegans muze zdat prilis jednoduchy, informace i z takto

jednoduchého systému jsou informativni.



2 Neurony

Neurony organismu Caenorhabditis elegans lze rozlisovat do skupin v zdkladu dvéma riz-

nymi zpuasoby:

e Dle jejich funkce — na neurony senzorické, motorické, interneurony a p¥ipadné poly-
modalni neurony (Hall a kol., 2005; Onuchin a kol., 2023)

e Dle jejich morfologie — na neurony multipolérni, bipolarni, pseudo-unipolani a uni-

polarni (Tang a Jin, 2018)

Neurony lze dale tfidit do skupin dle jejich vzajemného propojeni (Onuchin a kol., 2023;
Emmons, 2024), coz je pfistup autoru, ktefi se snazi o pochopeni nervového systému C.
elegans jako celku, pifipadné je jejich cilem vytvorit jeho model.

7 pohledu cytoskeletélni organizace je efektivnéjsi rozliseni dle dendriti na neurony

cilidtni a necilatni, pripadné dle pritomnosti vétveni dendriti.

P1i celkovém pohledu na neuron lze dle autori Tang a kol., 2019 pozorovat rozdilné
rozloZeni slozek cytoskeletu v rameci buniky, F-actin (vlaknity, polymerni aktin) je lokali-
zovan nejvice na rostoucim okraji dendritii a axoni, mikrotubuly naopak na bézi dendritti
a v axonu. Av8ak pro neurony nejvyznacnéjsi, z duvodu polarizovanosti neuront, je orien-
tace mikrotubult v jeho vybéZzcich — axonu a dendritech (obecné neurity). Na mikrotubuly
bude zaméfena pozornost v néasledujici ¢asti této prace.

Neuron je typickym piikladem polarizované! buiiky. To ostatné vyplyva i z jeho funkce
— posila signaly odnékud nékam. Zakladnim prvkem polarity v buiikich neuroni jsou mi-
krotubuly, taktéz polarizovana proteinova vlakna, ktera maji dva riizné konce, (+) konec
a (-) konec. K témto riznym koncim putuji molekuldrni motory schopné pohybu pouze
jednim smérem a transportovinim proteinu tak vytvareji funkéni polaritu bunky, kdy je-
den pol bunky kvili rozdilnému slozeni proteintt vykonava jinou ¢innost, nez pol druhy
(Goodson a Jonasson, 2018).

Zakladnim zdrojem polarity mikrotubuli v Zivoc¢isnych buiikich je centrozém — okoli
této organely umoziuje nukleaci? mikrotubuli od (-) konce. Nasledné jsou tak v buiikdch

obecné (-) konce koncentrovany v oblasti centrozéomu a mikrotubuly svym (+) koncem

IPolarita znamena, Ze se jeden konec buiiky & mikrotubulu li¥f od druhého a chovaji se jinak
2zadit polymeraci



sméfuji do ostatnich ¢asti bunky (Goodson a Jonasson, 2018). V axonu sméfuje smérem
ven (+) konec, coz odpovida pravé predstavenému uspofadani. V dendritech je ovSem
usporadani odligné, smérem ven sméfuje prevazné (-) konec (Maniar a kol., 2011; Yan
a kol., 2013; Harterink a kol., 2018; Dey a Ghosh-Roy, 2021). Neurony mohou tuto od-
liSnou polaritu zajistit dvéma rtznymi mechanismy odliSnymi v cilidatnich a aciliatnich
neuronech.

Pravé jim budou vénovany nésledujici kapitoly 2.1 a 2.2.

Je vSak vhodné poznamenat, Ze zde prezentované mechanismy neplati jednotné, pro-
toze kazdy neuron mize mit svi specifika a ve vysledku tak velmi zalezi na zvoleném
modelu. Prikladem miize byt, Ze prestoze se vétsina autort shoduje, Ze mikrotubuly v
dendritech neuroni jedinci divokého typu jsou orientovany zcela ¢i témér zcela (-) koncem
smérem ven, autoii Dey a Ghosh-Roy, 2021; Puri a kol., 2021 v dendritu PLM neuronu
pozorovali smiSenou organizaci. V neuronu je tato vyjimka zplisobena dvéma proteiny
(KLP-7 a PTRN-1), které zde zvysuji dynamiku mikrotubult a zajistuji jejich jiné uspo-
radani. Jejich vlivem ma dany dendrit také mensi délku, nez v pripadé mutantnich jedinct
v téchto proteinech (Puri a kol., 2021).

2.1 Dendrity aciliatnich neuront

V aciliatnich dendritech ustanovuje orientaci mikrotubulii (-) koncem smérem ven UNC-
116/kinesin-1 a to tak, ze mikrotubuly orientované opa¢né — (+) koncem ven — selektivné
posouva pry¢ z dendritu do téla neuronu (Yan a kol., 2013). Protein UNC-116 /kinesin-1
je molekularni motor ze skupiny kinesina (Drozd a Quinn, 2023; Yan a kol., 2013), ktery
se pohybuje smérem k (+) konci mikrotubulii a koncentruje se tak do $picky axonu (Yan
a kol., 2013).

K ustanoveni ,,(-) konec ven* polarity v dendritech je UNC-116 nezbytny (Yan a kol.,
2013; He a kol., 2020). Dulezitost ilustruje fakt, Ze jeho tplna absence je smrtelna, ¢asteéné
poskozeni jeho funkce v mutantovi (alela €2310) zptsobuje zménu polarity mikrotubuli
v dendritu na polaritu shodnou s axonem, tedy (+) konec ven, aniz by doslo ke zméné
polarity v axonu (Yan a kol., 2013). Tento zavér vychazi z pozorovani, kdy se po zavedeni
zminéné mutace zacaly vyskytovat signaly typické pro vrchol axonu, zde UNC-104, také
na vrcholu dendritu a signaly typické pro dendrit na bazi dendritu. Ke stejnym vysledktim
dospéli i He a kol., 2020 v jiném mutantovi UNC-116 (alela ed3) s tim rozdilem, 7Ze ve
vzacnych piipadech pozorovali zménu organizace MT i v axonu

Tento kinesin ma na svém C-termindlnim konci misto schopné vézat mikrotubuly
(microtubule binding site), kterym se na mikrotubuly vaze a propojuje je (Navone a kol.,
1992; Yan a kol., 2013). Této aktivity je ale pravdépodobné, dle autorti Yan a kol., 2013,
schopen pouze v soucinnosti s proteinem mNUDC. Komplex téchto dvou proteini na-

sledné propojuje prednostné antiparalelni vlakna mikrotubuli. Jde ale o vysledky pokusu
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Obrazek 2: Schematické znazornéni mechanismu posunu mikrotubuli s orientaci
(-) koncem ven ve sméru do dendritu a (+) koncem ven zpét do téla neuronu proteinem
UNC-116/kinesin-1. Obrazek znazoriuje, ze k posunu danym smérem a tedy organizaci
mikrotubult timto proteinem dochézi nezavisle na tom, po jak orientovaném mikrotubulu
UNC-116/kinesin-1 kraéi.

provedeného in vitro s kinesinem a mNUDC z hovéziho mozku, nelze tak automaticky
predpokladat platnost i pro C. elegans. Dale vSak autofi dokazali, ze UNC-116/kinesin-1
v dendritech ustanovuje orientaci mikrotubuld (-) koncem smérem ven vysouvanim mik-
rotubuli s opacnou orientaci z dendritu do téla neuronu (obr. 2) (Yan a kol., 2013).

Takto orientovany cytoskelet nasledné umoznuje molekularnim motorim pohybujicim
se k (-) konci mikrotubuli, jako jsou naptiklad DHC-1/dynein nebo kinesin KLP-16, trans-
port do vrcholu dendritu a naopak znemoznuje transport do vrcholu dendriti proteintim
pohybujicim se k (+) konci, jako je napiiklad UNC-104/Kinesin3, ktery je zodpovédny
za transport synaptickych vacka do axonu (Yan a kol., 2013).

Motorovy protein UNC-116 ma v neuronu i dalsi funkce, naptiklad transport mito-
chondrii v axonu (Yan a kol., 2013) nebo ovlivije délku neuritii (Drozd a Quinn, 2023). Z
vysledki autoru Yan a kol., 2013 mj. také vychézi, ze UNC-116 je nutny k transportu den-
dritickych proteinu jako napiiklad ACR-2, CAM-1 a FBN-1 do dendritu, coz ale pouze
podporuje vyse popsany mechanismus ustanovovani polarity mikrotubulti v dendritech
vlivem UNC-116.

2.2 Dendrity v cilidAtnich neuronech

Mirné odlisné situace je v cilidatnich neuronech, které maji na vrcholu dendritu, na bézi

senzorické cilie, organizacni centrum mikrotubuli (MTOC), které je schopné iniciovat



polymeraci mikrotubuli od (-) konce (Harterink a kol., 2018).

Autori Harterink a kol., 2018 vychézeji z pozorovani «-tubulinu, coz je protein, ktery je
soucasti MTOC a az na vyjimky je nutny k nukleaci polymerace mikrotubuli (Kollman a
kol., 2010; Kollman a kol., 2011; Oakley a kol., 2015). Zatimco v necilidtnich neuronech je
~v-tubulin lokalizovan rozptylené, pouze s lehce zvysSenou koncentraci ve Spicce dendritu, v
cilidtnich neuronech je mozné pozorovat vyrazny vyskyt v-tubulinu na bazi cilie (Harterink
a kol., 2018). Stejnych vysledka bylo dosazeno pozorovanim znaceného proteinu GIP-
2/CeGrip-2, ktery je soucasti y-tubulinového komplexu schopného nukleace mikrotubult
(Hannak a kol., 2002; Wang a kol., 2015; Harterink a kol., 2018).

Vyjimkou je URX neuron, ktery nema cilii, ale na vrcholku jeho dendritu se nachazi
oblast s bohatym vyskytem ~-tubulinu a proteinu OSM-6, ktery se vyskytuje specificky v
cilii. To naznacuje, ze neuron URX ma na vrcholu dendritu MTOC jako ciliatni neurony
(Harterink a kol., 2018).

Dusledkem pritomnosti MTOC v URX a cilidtnich neuronech je snizena potieba pro-
teini UNC-116/kinesin-1, UNC-33/CRMP a UNC-44/Ankyrin (viz déle). Spravna orien-
tace mikrotubult je zde zajisténa MTOC ve vrcholu dendritu. Jim vytvorené mikrotubuly
sméruji (+) koncem k télu neuronu a (-) koncem smérem ven. Zatimco pii poskozeni funkce
téchto proteinu v acilidtnich neuronech dochazi v dendritech ke zméné a tedy poskozeni
organizace mikrotubuli, pri poskozeni funkce téchto proteini v neuronech s MTOC lze v
dendritu pozorovat pouze minimalni zmény — tyto dendrity tak nejsou na téchto protei-
nech zavislé (Harterink a kol., 2018).

Dalsim dusledkem pritomnosti MTOC na vrcholku dendritu je zména dynamiky mik-
rotubulti. Zatimco v dendritech acilidtnich neuronti a axonech je dynamika ve vzdalenéj-
sich oblastech od téla neuronu sniZené, v dendritech cilidtnich neuront a neuronu URX
je obecné frekvence zapoceti rustu mikrotubuld, a tedy jejich dynamika, vyssi, zejména v
blizkosti cilie (Harterink a kol., 2018).

Pritomnost MTOC na vrcholu dendritu také podporuje transport do této oblasti (Har-
terink a kol., 2018).

V rozporu s vySe zminénymi informacemi je pozorovani autoru Liang a kol., 2020,
ktefi v anteriornim dendritu neuronu PVD, ktery je aciliatni (Harterink a kol., 2018),
pozorovali MTOC a podobné zvySenou dynamiku mikrotubuli jako je tomu u ciliatnich
dendriti. Tito autori ve své préci dale rozvadi model, ve kterém jsou komplexy ~-tubulinu
transportovany molekularnim motorem UNC-116/kinesin-1 k (+) konci, vice do vrcholu
rostouctho dendritu, pficemz jsou zaroven vlivem DHC-1/Dynein pohybujicimu se k (-
) konci koncentrovany v jednom misté coz udrzuje jedno MTOC (Liang a kol., 2020).
Tyto informace prinéseji jesté vice komplexity do usporadéani cytoskeletu v neuronu PVD,

ktery byl jiz jako vyjimka uveden v zavéru kapitoly 2.



2.3 Imobilizace mikrotubula

Proteiny UNC-33/CRMP, UNC-44/Ankyrin a UNC-119 hraji klicovou roli ve vyvoji a
funkci neuronti. Poskozeni funkce téchto proteini méa podobné projevy jako poskozeni
funkce molekularniho motoru, jiz zminéného UNC-116 /kinesin-1 (He a kol., 2020; Harte-
rink a kol., 2018; Maniar a kol., 2011; Otsuka a kol., 1995).

Mutace v genu unc-33 obvykle zptisobuje vyskyt presynaptickych proteinii i v dendritu
a téle bunky, coz naznacuje, Ze kinesin3/UNC-104, ktery je zodpovédny za transport
téchto proteind, ziskal pistup do dendritd neuronu (Maniar a kol., 2011). Stejny fenotyp
byl pozorovan i pii mutaci genu unc-119 (He a kol., 2020). V mutantech genti unc-33 a
unc-44 byl v axonech i dendritech pomoci zna¢eného EBP-2 pozorovan pohyb (+) konct
polymerujicich mikrotubuli v obou smérech, coz ukazuje, stejné jako predchozi vysledky,
na smiSenou orientaci mikrotubula (Maniar a kol., 2011). V mutantech unc-33 byl dale v
PVD neuronu pozorovan tubytek koncentrace mikrotubult v axonu a zvySeni koncentrace
mikrotubulil v dendritech (Maniar a kol., 2011).

UNC-33 ma tfi isoformy lisici se N-terminélni sekvenci: UNC-33L (long), UNC-33M
(medium) a UNC-33S (short) (Li a kol., 1992; Tsuboi a kol., 2005), av8ak pouze isoforma
UNC-33L mé aktivitu zde pfipisovanou genu unc-33, protoze pouze UNC-33L umi opravit
fenotyp mutanta unc-38 (Maniar a kol., 2011; He a kol., 2020).

Vyskyt proteini UNC-33, UNC-44 a UNC-119 je velmi podobny. Dle pozorovani au-
tora He a kol., 2020 se UNC-44 i UNC-119 shodné vyskytuji zejména v axonech a den-
dritech, ptri¢emz UNC-44 se nachézi v blizkosti vnitini strany membrany. Dle pozorovani
autori Maniar a kol., 2011 se UNC-33L vyskytuje v segmentech axonti v blizkosti téla
neuronu, ale ne v dendritech. Tvrzeni, Zze se UNC-33L nevyskytuje v dendritech, se muze
zdat nepravdépodobné, zvlasté kdyz se zakldda na pozorovani pouze jednoho neuronu,
neuronu PVD. Dle novéjsich vysledku v praci autortu Eichel a kol., 2022 se UNC-44 vy-
skytuje zejména v proximélnim regionu axonu, v dendritu i zbytku axonu v koncentraci
podstatné nizsi (Dle pozorovani UNC-44L v neuronech PVD a DA9). To neodporuje vy-
sledkim autori He a kol., 2020, kteri pozorovali vyskyt znaceného UNC-44 v dendritech
sensorickych neuronii. Z pozorovani autori He a kol., 2020 déle vychéazi, ze UNC-44 je
velmi imobilni protein a jeho imobilita je nezavisla na UNC-33 nebo UNC-119.

Tyto tii proteiny spolu mohou interagovat, a to tak, ze protein UNC-44 muze svou C-
terminalni doménou vazat UNC-119 a protein UNC-119 miize vazat N-terminalni doménu
UNC-33L. Proteiny UNC-33L, UNC-44 a UNC-119 tak spole¢né mohou tvorit komplex
(obr. 3), pricemz UNC-119 vazZe ostatni dva proteiny, protoze bez UNC-119 se UNC-33L
a UNC-44 spolu nevazi (He a kol., 2020).

Komplex proteinit UNC-44/UNC-119/UNC-33L se v neuritech nachéazi distribuovany
v plosném periodickém vzoru s periodou piiblizné 200 nm (He a kol., 2020).

Mikrotubuly dospélého neuronu jsou z velké miry imobilni a pii poskozeni funkce né-
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Obréazek 3: Schematické znézornéni interakce proteini UNC-44, UNC-119 a UNC-33
tvoticich komplex, ktery ukotvuje mikrotubuly k membrané. Prevzato z He a kol., 2020
a upraveno.

kterého z proteini UNC-44, UNC-119 a UNC-33L se tato imobilita ztraci (He a kol.,
2020). Komplex UNC-44/119/33 tak funguje jako ¢len ukotvujici mikrotubuly k mem-
brané, ¢imz mikrotubuly imobilizuje. Zabranuje tak napiiklad pohybu mikrotubuli zpi-
sobenému UNC-116/kinesinl a udrzuje orientované usporadani mikrotubulta v dendritech
a axonu (Maniar a kol., 2011; He a kol., 2020).

Komplex UNC-44/119/33 v proximélnim axonu, kde se dle pozorovani UNC-44 tento
komplex vyskytuje nejvyraznéji, predstavuje zaroven difuzni bariéru (Eichel a kol., 2022).

Tyto zavéry lze podporit kontextem z jiného organismu: ,Giant* isoforma proteinu
ankyrin Ank2 v Drosophila melanogaster je v neuronu koncentrovana v proximalni ¢asti
axonu. Proximalni axon, dle pozorovani ddaE neuronu, ma v porovnani s télem neuronu,
dendritem i membranou endoplazmatického retikula v proximéalnim axonu vyrazné snize-
nou mobilitu membranovych proteini. Tato omezena difuze v povrchové membrané axonu
je vlastnost, kterd se objevuje az pozdéji ve vyvoji. V ranych stadiich je srovnatelné s
dendritem, pficemz tento jev je pravdépodobné zpusoben pravé giant ankyrinem Ank2
(Jegla a kol., 2016).

2.4 Vétveni neuritu

P1i procesu vétveni neuriti hraje vyznamnou roli aktin (Zou a kol., 2018; Shi a kol., 2021),
pri¢emz proces vétveni lze rozdélit do dvou fazi. Nejprve dochézi k otékani (swelling) a
nasledné k rychlé tvorbé vybézku-filopodii, stfidané s pauzami. Pojem swelling predsta-
vuje zvétSovani praméru vldkna 1-2 minuty pred vytvofenim vybézku neuritu (Shi a kol.,
2021).

Rizeni riistu neuriti a jejich vétveni je indukovano prostiednictvim extracelularnich



signéli. Po rozpoznani signalu ligand-receptorovy komplex aktivuje TIAM-1 a WRC
(WAVE Regulatory Complex) (obr. 4) (Zou a kol., 2018). Proteinovy komplex WRC
se sklada z péti podjednotek WAVE /Scar, SRA1/Cyfipl, NAP1/Hem-2, ABI a HSCP300
(Eden a kol., 2002; Chen a kol., 2010; Rotty a kol., 2012; Han a Ko, 2023). Nomenklatura
proteinti komplexu WRC je ovSem obséhla a neni zcela jednotna, to caste¢né muze byt
dano faktem, ze ke kazdému z proteini komplexu existuji jemu homologni proteiny, které
jsou v jinych organismech exprimovény specificky dle tkané ¢i bunééného typu (Han a Ko,
2023).

Protein WAVE (verprolin homologni protein, téz SCAR) patii do skupiny proteinii
rodiny WASP. Tato skupina proteinti, do které kromé WASP patii také proteiny typu
NWASP a WASH obsahuji doménu VCA ? (Rotty a kol., 2012), ktera p¥imo interaguje
a aktivuje Arp2/3 (obr. 4) (Beltzner a Pollard, 2008; Padrick a kol., 2011; Smith a kol.,
2013). Komplex Arp2/3 zapficiiuje polymeraci aktinu (Welch a kol., 1997; Padrick a
kol., 2011) a to tak, Ze komplex Arp2/3 a aktinové vldkno, jehoz vznik katalyzoval, jsou
ukotveny na strané jiz existujiciho , matefského* aktinového vldkna (Beltzner a Pollard,
2008; Smith a kol., 2013) v charakteristickém thlu 70° (Ding a kol., 2022). Pravé vznik
vétveného F-aktinu v daném misté je pri¢inou rozsiteni neuritu oznacované jako swelling
(Shi a kol., 2021).

V mistech, kde doslo ke swellingu, pokracuje proces tvorby nového vybézku neuritu
tvorbou filopodii vlivem proteinit UNC-34/VASP a UNC-115/abLIM (Lundquist a kol.,
1998; Shi a kol., 2021). Protein UNC-34 je v misté swellingu rekrutovan pfimo komplexem
WRC (Shi a kol., 2021), pficemZ protein UNC-34 podporuje elongaci aktinovych vlaken
a omezuje vazani capping proteini na pichlavy konec (barbed end) aktinového vlakna
(Barzik a kol., 2005).

Extracelularni signaly fidici rist a vétveni neuriti jsou rozmanité pro rtizné neurony
(Godini a kol., 2022). Pro dendrit neuronu PVD jde o ligandy SAX-7, MNR-1, LECT-2
a receptory DMA-1 a HPO-30. Z vyzkumu vychézi, ze SAX-7, MNR-1, LECT-2 se vazi
v komplex s receptorem DMA-1 (obr. 4) (Zou a kol., 2016), a dale, ze DMA-1 fyzicky
interaguje a vaze receptor HPO-30, ktery na sebe vaze komplex WRC. Receptor DMA-1
na vaze kromé HPO-30 také TIAM-1 (Zou a kol., 2018).

Existuje obecny konsenzus, ze WRC musi byt aktivovan, typicky interakei s Racl-GFP,
fosforylaci ¢ fosfatidyl inositoly (Chen a kol., 2010; Eden a kol., 2002; Ismail a kol., 2009).
Historicka teorie aktivace WRC byla zalozena na rozpadu komplexu a jeho disociaci (Eden
a kol., 2002), to ovSem nepodporuji novéjsi zjisténi, ze Racl-GTP aktivuje komplex WRC,
aniz by doslo k jeho disociaci (Ismail a kol., 2009). Dle teorie mechanismu t¢inku zalozené
na novéjsich datech fosforylace ¢i aktivita Racl destabilizuje tzv. ,meander region* (oblast
na rozhrani proteinu WAVE a Sral s vysoce konzervovanou sekvenci (Chen a kol., 2010)),

diky ¢emuz je uvolnéna C-terminalni VCA doména (Chen a kol., 2010).

3VCA se sklada z domén verprolin homologni, cofilin homologni a kyselé¢ (Rotty a kol., 2012)
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Obréazek 4: Schematické znazornéni interakce proteint ucastnici se signalni drahy aktivu-
jici Arp2/3 aktivaci WRC. Vlivem aktivity Arp2/3 nasledné dochézi k vétveni aktinového
cytoskeletu, ,,swellingu®“ dendriti a naslednému vétveni.

Jiz. zminény TTAM-1 je guanin exchange factor (GEF), ktery je dle Zou a kol., 2018
spole¢né s WRC nutny pro vétveni neuritu. V piipadé neuront, konkrétné v neuronu PVD,
pravdépodobné funguje nezavisle na své guanin exchange aktivité (Tang a kol., 2019), coz
vsak odporuje predchozimu odstavci. Autoii Tang a kol., 2019 vychazeji z pozorovéni,
ze po poskozeni a ztraté GEF aktivity TIAM-1 nedoslo k poskozeni a zméné fenotypu v
porovnani s wild type PVD neuronem.

Tito autori ovSsem navrhuji teorii, kde funkce TIAM-1 spociva ve vazbé k aktinu
prostFednictvim proteinu ACT-4/Actin, se kterym TIAM-1 interaguje. Prostfednictvim
TIAM-1 a ACT-4 by tak byl cely ligand-receptorovy komplex ukotveny k cytoskeletu.
Autori ale ztratu guanin exchange aktivity testovali pouze in vitro vic¢i Racl a nemohou
proto vyloucit zachovani aktivity vici jinym malym GTPazam.

Jak jiz bylo nastinéno vyse, po probéhnuti popsanych mechanismi dochazi k tvorbé
filopodii (Shi a kol., 2021), coz vytvaii strukturu zvanou ristovy kuzel (growth cone), ktera

vytvari vybézek neuritu. B€hem procesu je pouze ¢ast filopodii stabilizovana. Z pozorovani
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Shi a kol., 2021 jsou filopodia tvorena narazové — stiidaji se kratké intervaly intenzivni
tvorby filopodii s intervaly pauzy. Autofi si toto chovani vysvétluji ,,povolanim®, navazanim
a aktivaci WRC komplexu receptory DMA-1 a HPO-30. Mutanti v genech UNC-34 a
UNC-115 filopodia nevytvareji, jejich vybézky neuritti rostou pomalu, kontinuélné a jen
obcasné se vétvi. Lze pozorovat mista, kde doslo ke swellingu, ale dale v rastu stagnuji
(Shi a kol., 2021).

Vyrazna ¢ast obsahu této kapitoly byla zjisténa pii zkouméani PVD neuronu, pravé ten

je modelovym neuronem pro studium vétveni dendritt.

2.5 Rust axonu

Riustovy kuzel axonu organismu C. elegans neni v dnesni dobé dostatecné prozkoumén,
prestoze je C. elegans modelovym organismem. Riistovy kuzel obecné je pomérné po-
drobné prozkoumanou strukturou, byla a je vSak zkoumana na jinych organismech, pre-
vazné savcich. Protoze je ale rist axonu a jeho ristovy kuzel pravdépodobné nejemblema-
bude v této kapitole charakterizovan.

Rist axonu probiha na jeho vrcholu, ve struktufe zvané ristovy kuzel (,,growth cone®).
Pravé tato struktura je zodpovédna za prodluzovani axonu, prozkoumavani svého okoli a
za navadéni, ve smyslu fizeni sméru ristu (Bray a Chapman, 1985; Schaefer a kol., 2002;
Schwarz a kol., 2009).

Rustovy kuzel se sklada z nékolika oblasti/domén (obr. 5). Na povrchu, po obvodu, se
nachazi P-doména, ve které se nachézeji filopodia a lamellipodia, ktera vlivem dynamiky
aktinu, myosinu ¢i vlivu plazmatické membrany vytvari silu ptisobici na ristovy kuzel a
podporuji jeho pohyb vpred (Bray a Chapman, 1985; Lin a kol., 1996; Cojoc a kol., 2007,
Craig a kol., 2012; Bornschlogl, 2013). Pod P-doménou se nachézi T-doména a C-doména
(Schaefer a kol., 2002; Lowery a Vactor, 2009).

P1i svém ristu se axon nachazi v nitru tkani a svym rastem se musi vmezerovat mezi
bunky svého okoli. K tomu slouzi filopodia a lamellipodia P domény. Filopodia vystupuji
z povrchu ristového kuzele a kontinualné se vytvareji a nasledné zkracuji. Filopodia se
pohybuji vii¢i sméru ristu rastového kuzele dozadu, dle pozorovani in-vitro se mohou
pohybovat do stran. Mezi filopodii vznikaji lamellipodia a obé tyto struktury nasledné
tahaji rastovy kuzel vpred (Bray a Chapman, 1985; Cojoc a kol., 2007; Lowery a Vactor,
2009; Bornschlogl, 2013).

Vybézky rastového kuzelu, filopodia a lamellipodia, svym povrchem prozkoumévaji
okoli. Na povrchu své membrany maji receptory, které rozeznévaji tzv. ,cell adhesion mo-
lecules” na povrchu okolnich bunék, coz jsou molekuly, které umoznuji rostoucimu risto-
vému kuzelu se prichytit na okolni buniky. Typickym prikladem takovéto adhezi umoznujici

molekuly a jejiho receptoru jsou UNC-6/Netrin a UNC-40. Diky tomuto uchyceni povrchu
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Obrazek 5: Schematické znazornéni rustového kuzelu neuronu a organizace cytoskeletu v
ném. Rustovy kuzel se sklada ze tii domén P (povrchové), T (tranzitni-pfechodné) a C
(centralni). V C-doméné se nachézi stabilni mikrotubuly vychéazejici z axonu. V P-doméné
se nachazeji lamellipodia tvorené zejména vétvenym F-aktinem a dlouhé vybézky filopo-
dia tvorenymi zeména svazky aktinu. V rameccich jsou zvyraznéna mozné usporadéni
cytoskeletu. Prevzato z Pinto-Costa a Mendes Sousa, 2021 a upraveno.

ristového kuzelu na okolni buiky je filopodium ¢i lamellipodium schopné vyvolat tah, pfi-
¢emz lamellipodium je schopné v porovnani s filopodiem vyvolat piiblizné desetinasobnou
silu (Chan a kol., 1996; Cojoc a kol., 2007; Maness a Schachner, 2006; Lowery a Vactor,
2009; Schwarz a kol., 2009; Bornschlégl, 2013).

Rist axonu je vyrazné ovliviiovan dynamikou aktinu, ktery je nejvice dynamicky v
P-doméné. Zvyseni dynamiky aktinu, tedy jeho nestability, ma za nasledek rychlejsi for-
movani neuriti a jejich rychlejsi riust. Stabilizace aktinu vede k zastaveni formovani neuritti
a zméné usporadani mikrotubula (Flynn a kol., 2012). V rastovém kuZelu lze pozorovat
retrogradni pohyb aktinu a threadmilling®. Retrogradni flow si lze piedstavit jako pohyb
F-aktinu od vzdalenéjsich oblasti ristového kuzelu k jeho stiedu, ktery je nezbytny pro
spravnou morfogenezi a riust axonu. Za tento retrogradni flow jsou zodpovédné myosiny
a nestabilita aktinu spoletné s jeho polymeraci (Lin a kol., 1996; Schaefer a kol., 2002;
Flynn a kol., 2012). ZvySenou dynamiku aktinu zpisobuji proteiny ADF a Cofilin, které

4threadmilling je dé&j, kdy dochazi k pohybu filamentu cytoskeletu v dasledku polymerace na jednom
konci a depolymerace na konci druhém.
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se na aktin vazi, destabilizuji ho, ale také ovliviiji jeho orientaci (Flynn a kol., 2012).

V P-doméné se nenachazi pouze aktinovy cytoskelet, ale i mikrotubuly. Ty obvykle
vstupuji do filopodii asociované se svazky F-aktinu, vlivem toho je ale vétsina mikrotubuli
pod vlivem retrogradniho flow, coz je z P-domény odstraniuje (Schaefer a kol., 2002).

Pod P-doménou se nachazi T-doména obsahujici obloukovité usporadané svazky F-
aktinu. Tento aktin mé vyrazné nizsi dynamiku nez aktin v P-doméné, je vyraznéji vét-
veny. T-doména méa také retrogradni flow smétujici do C-domény, je ale priblizné ¢tvrti-
novy v porovnani s timto procesem v P-doméné. V T-doméné se vyskytuji také mikrotu-
buly, které jsou také méné dynamické nez v P-doméné (Schaefer a kol., 2002).

V C-doméné se nachazi velké mnozstvi mikrotubuli, které navazuji na soubézné mik-
rotubuly vybézku neuronu a zlomek z nich vstupuje do domén P a T (Williamson a kol.,
1996; Schaefer a kol., 2002).

Zminéné adhezivni molekuly na povrchu okolnich bunék ale nejsou jediné extrace-
lularni signaly, které rist axonu a jeho smér ridi. Dalsimi molekulami jsou adhezivni
molekuly ve formé extracelularni matrix — lamininy a fibronektiny (Evans a kol., 2007),
a nasledné mnoho dalsich rozmanitych molekul véetné morfogenii nebo vapenatych iontu
(Jessell, 2000; Henley a Poo, 2004).

Zajimavym piikladem je navadéni ristu axonu dvojice neuroniit M2 a M3. V tomto
prikladé neuron M3 poskytuje navadéci signal ve formé proteinu MNM-2 neuronu M2 a
ten tak roste podél neuritu neuronu M3 (Rauthan a kol., 2007).

Vliv intermedialnich filament v rtistovém kuZelu neurond organismu Caenorhabditis
elegans v soucasné dobé neni dostatecné prozkomén, lze jej dat ale do souvislosti s jinymi
informacemi. Dle vyzkumu autorii (Jiu a kol., 2015) na bunkach lidského osteosarkomu,
které obsahuji strukturu podobnou rustovému kuzelu se intermedialni filamenta vimentinu
ucastni retrogradniho pohybu spoleéné s aktinem. Vimentin ma zaroven velky vliv na
rozmisténi aktinu a to interakci pres Plectin.

Intermedialni filamenta, ktera se ale v C. elegans vyskytuji, jsou napiiklad IFD-1 a
IFD-2 (Arnold a kol., 2023). Homologii téchto proteint s vimentinem na zakladé soucas-
nych informaci nelze prokazat, proteiny IFD-1 a IFD-2 se ale dle autori Arnold a kol., 2023
podileji na tvorbé struktur podobnym aggresomiim, jejichz cilem je vyloucit agregované
proteiny v piipadé proteostresu °. Pravé prvné zminény vimentin hraje podstatnou roli
v produkei aggresomu v névaznosti na mechanismy indukované proteostresem (Morrow
a kol., 2020). Diky této podobnosti lze uvazovat o podobné funkeci IFD-1/2 v rustovém

kuzelu C. elegans jako méa vimentin.

Sproteostres — vyskyt proteinovych agregati v buifice
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3 Kanalova bunka

Canal cell, dale kanalova buiika, tvori spolecné s ,duct cell a ,pore cell hlavni ¢ast
vylucovaciho systému organismu Caenorhabditis elegans. Kromé téchto tii bunék, které
na sebe nasedaji a tvori spojité lumen, tvori vylucovaci systém také ,gland cell”, ktera
je dvoujaderna a je ve styku s exkretorni buiitkou (Kenneth Nelson a kol., 1983; Nelson
a Riddle, 1984), a dva CAN neurony, které vylucovaci systém také ovliviiuji (Forrester a
Garriga, 1995).

Kanélova buiika je vyrazné velkou bunkou s charakteristickym tvarem pismene ,H®,
které vytvari svymi vybézky (dale  kanaly). Télo kanalové bunky je lokalizované pod
hltanem a jeji rust probih& postupné. Ve vajicku, ve stadiu ,carky* (comma stage) jsou
hlavni t¥i bunky vylucovaci soustavy pouze sefazeny na sobé, pfi lihnuti jiz posteriorni
kanaly kanalové bunky sahaji priblizné do poloviny Zivoc¢icha, do oblasti gonad, v zavéru
nasledujici faze L1 jiz kanély kanélové buiiky sahaji témér ke konci téla — k Fitnimu otvoru
— a apikalni rist je tak u konce (Kenneth Nelson a kol., 1983; Buechner a kol., 1999; Suzuki
a kol., 2001; Berry a kol., 2003; Kolotuev a kol., 2013; Arena a kol., 2022; Santella a kol.,
2022). Kromé apikalniho ristu se v8ak kanalova bunika také prodluzuje roztahovanim,
spole¢né s ristem embrya (Suzuki a kol., 2001; Stone a kol., 2009).

V oblastech kanalu lze uprostied na prufezu pozorovat lumen, v jeho okoli se nachazi
Lterminal web“ tvotfena cytoskeletem (viz dale) a cytoplasma, ktera ve vybéZcich kanalové
bunky obsahuje velké mnozstvi vacki ,canaliculi“, dale lumenalni vacky. Ty mohou byt
bud k lumen pfipojené, u lumen kotvené ¢i nepfipojené. Kotvenym lumenélnim vackem
je myslen stav, kdy se vacek nachézi v tésné blizkosti membrany lumen, ale propojeni s
lumen neni rozeznatelné (KKhan a kol., 2013; Kolotuev a kol., 2013; Khan a kol., 2019).
Tyto vacky se v piipadé osmotického stresu ve vétsi mife pripojuji k membrané lumen a
zvétsuji tak jeji povrch (Kolotuev a kol., 2013).

Celkova organizace kanali se v rameci téla témér neméni, béhem vyvoje pouze dochézi
ke zvétSovani pruméru kanalu. Jako dalsi fyziologicka reakce na osmoticky stres, kromé
napojeni vice lumenalnich vacki, se u vyrazné ¢asti vSech stadii na kanalové buiice do
nékolika minut vytvorily ,perlicky na provazku“ (pearls on the string). Tyto rozsirené
oblasti byly tvoteny prevazné cytoplazmou (Kolotuev a kol., 2013). Autofi Khan a kol.,
2019 ve své praci rozlisuji endozomalni vacky a lumenalni vacky, tyto dva typy vacku se

pravdépodobné lisi pritomnosti V-ATPaz a aquaporina AQP-8 na povrchu lumenalnich
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vacku a tim, Zze se tyto vacky vyskytuji blizko lumen ¢i jsou mnohdy propojené s lumen

nebo navzajem (Kolotuev a kol., 2013).

3.1 Rist kanalové bunky

P1i apikadlnim ristu vybézku kanalové bunky vyristé nejprve bazolateralni ¢ast bunky
bez lumen a lumenélnich vackid a lumen dortsta az v zavésu. Vrchol kandlové buiky
svou morfologii a rozsifenim pfipominé rustovy kuzel neuriti — $picka nema lumen ani
vacky (Kolotuev a kol., 2013). Lze tak s ur¢itou mirou pravdépodobnosti predpokladat, ze
kanalova bunika roste rustovym kuzelem s podobnym usporadanim, jaky byl predstaven
v kapitole 2.5 Rust axonu.

Rist $picky kanalu kanalové bunky, jeji morfologie, struktura cytoskeletu v oblasti
bez lumen a jeji podobnost s ristovym kuzelem neuroni v dnesni dobé neni dostatecné
probadéana. Dostupna literatura zabyvajici se kandlovou bunikou C. elegans se pfevazné
zaméfuje na lumenogenezi, nebot tato buiika slouzi jako modelovy systém pro studium
tubulogeneze - procesu, kterym je lumen formovano. ProtoZze je o roli cytoskeletu pri
lumenogenezi znamo vice, je mu vénovana samostatna kapitola (viz kap. 3.2). Molekuly
dulezité pro rust kanélové bunky lze v8ak identifikovat geneticky, proto je tato kapitola
vénovana popisu takto objasnénych signalnich drah.

Jedna z timto zpisobem popsanych drah je signélni draha obsahujici proteiny ABI-
1, MIG-10/Lamellipodin/RIAM, UNC-53/NAV, UNC-71/ADAM a UNC-73/TRIO (viz
obr. 6) (Manser a kol., 1997 dle Krause a kol., 2004; Maes a kol., 2002; Krause a kol.,
2004; Schmidt a kol., 2009; Marcus-Gueret a kol., 2012; McShea a kol., 2013).

Protein ABI-1 je vyznamnou podjednotkou diive zminéného heteropentamerniho kom-
plexu WRC (WAVE regulatory complex) (viz kap. 2.4) (Eden a kol., 2002; Chen a kol.,
2010; Rotty a kol., 2012; Han a Ko, 2023), ktery pifimo aktivuje komplex Arp-2/3 zpiso-
bujici vétveni a polymeraci F-aktinu (Welch a kol., 1997; Beltzner a Pollard, 2008; Padrick
a kol., 2011; Smith a kol., 2013; Ding a kol., 2022). Protein ABI-1 je tak molekula, ktera
pravdépodobné zajistuje fyzické propojeni signélu na cytoskelet.

S proteinem ABI-1 fyzicky interaguje MIG-10 prostfednictvim domény SH3 (McShea
a kol., 2013). S ABI-1 taktéz interaguje UNC-53/NAV, avsak nezéavisle na doméné SH3
proteinu ABI-1. Schopnost fyzické interakce s ABI-1 byla prokazana pouze u jeho dlouhych
isoforem UNC-53L, jez se bézné vyskytuji v cytoplazmé kanalové bunky (Maes a kol., 2002;
Schmidt a kol., 2009).

Dle vysledkt autori McShea a kol., 2013 se vsak ABI-1 a MIG-10 nevyskytuji v jedné
piimé signalni draze, ktera by fidila rist kanalové buiiky, ale bud v oddélenych drahéch, v
prekryvajicich se drahéch ¢i ¢asteéné redundantnich drahach. Dvojice proteini MIG-10 s
UNC-53 jsou ve stejné signalni draze (McShea a kol., 2013). Stejné je tomu tak i u dvojice
UNC-53 s ABI-1 (Schmidt a kol., 2009).
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Obrazek 6: Schematické znazornéni interakce proteinti tcastnici se signalni drahy jez
podporuje rist vybézka kanalové buiniky.

Lze prepokladat, ze UNC-53 fyzicky vaze F-aktin, nebot protein UNC-53 obsahuje
nékolik domén typickych pro aktin vazebné proteiny (Van Troys a kol., 1999; Stringham
a kol., 2002) a protoze UNC-53 lokalizuje s F-aktinem in vitro (Eve G. Stringham, ne-
publikovano; dle Stringham a Schmidt, 2009). Homologni sav¢i proteiny se také miizou
lokalizovat na (+) konec mikrotubuli (Haren a kol., 2009; Sanchez-Huertas a kol., 2020).
Protein UNC-53 tak muze mit funkci lokalizovat své interakéni partnery na aktinovy
¢i mikrotubularni cytoskelet, pripadné aktinovy a mikrotubularni cytoskelet propojovat
(Stringham a Schmidt, 2009; Sanchez-Huertas a kol., 2020).

Zajimavym c¢lenem této signalizacni kaskady, kterd umoznuje rast kanalt kanalové
buniky, je transmembranovy protein UNC-71/ADAM, ktery v nékterych neuronech C.

elegans navadi rist axonu. (Huang a kol., 2003; Marcus-Gueret a kol., 2012).
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Poslednim ¢lenem této signalizacni kaskady je UNC-73/TRIO, ktery ma dvé enzyma-
tické aktivity a pusobi ve dvou drahach. Prvni je RhoGEF aktivita, které prostfednictvim
RHO-1 aktivuje UNC-53, druh4 je RacGEF, ktera aktivuje protein VAB-8 nasledujici sig-
nalni kaskady (Marcus-Gueret a kol., 2012).

Signalni kaskady, které je soucéasti VAB-8 se ucastni také SAX-3/Robo, EVA-1 a SLT-
1/8lit (viz obr. 6). Pti poskozeni funkce kteréhokoliv s téchto proteinti dochazi ke zkraceni
kanéalu (Marcus-Gueret a kol., 2012).

Protein VAB-8 sdili sekven¢éni podobnost s kinesiny, zeména na motorové doméné na
N konci, presto je od kinesinii velmi odvozeny. Jedné se o vyznamnou naviga¢ni molekulu
organismu C. elegans, ktera usmériuje rust posteriorné (Wolf a kol., 1998). V kanalové
buiice zpusobuje ztrata funkce VAB-8 zkraceni posteriornich kanali kanélové bunky a
zménu pozice téla této buiikky (Marcus-Gueret a kol., 2012).

Protein SLT-1/Slit je ligandem receptoru SAX-3/Robo (Brose a kol., 1999; Hao a kol.,
2001). Receptor SAX-3 je vyznamnou molekulou navadéjici rist neuront ventralné a smé-
rem pies osu téla, pokud mé dojit k ristu do druhé poloviny. Dle vyzkumu na neuronech
C. elegans méa vsak SAX-3 i funkce nezavislé na SLT-1, protoze fenotyp mutantu slt-1
nebyl tak vyrazny jako mutantu saz-3 (Hao a kol., 2001). Protein EVA-1 je receptorem
SLT-1 a jedna se pravdépodobné o koreceptor receptoru SAX-3 (Fujisawa a kol., 2007).

VysSe zminéné signalni drahy ridici rast vybézki kanalové buniky jsou v podstatné
mife shodné se signalizaci ¥idici riast neurontu. Toto dokazuji vysledky autori Schmidt
a kol., 2009, dle kterych jsou UNC-53 a ABI-1 také nezbytné pro rust axonu neuronu
PLML/R. Podobné zavéry publikovali Hedgecock a kol., 1987, ktefi toto demonstrovali
na molekulach UNC-53 a UNC-73. Stejny zavér podporuji i vysledky autori McShea a
kol., 2013, dle kterych je MIG-10 dilezity pro migraci a riist neuronu ALM.

3.2 Cytoskelet a rist lumen kanalu

Aby mohla exkretorni bunka v hadatku, organismu bez cévni soustavy, efektivné plnit
svou funkci zajistovani osmoregulace a vylucovani tekutin ven z téla, musi splhovat dvé
podminky. Zaprvé se musi nachazet v blizkosti velkého objemu tkani Zivocicha, to zajistuje
tvar bunky, a zadruhé musi mit zptsob, jak tekutinu k vylouceni presunout a vyloucit
ven z téla. K tomuto slouzi lumen kanélové bunky, sahajici od vrcholki vybézki kanalové
bunky a tstici prostfednictvim na ni napojenych bunék do vnéjsiho prostredi.

Lumen kanalové buiiky je obalené tfemi vrstvami cytoskeletu, viz obr. 7. Nejnize, zcela
u membrany se nachazi aktin ACT-5. Ten je k pfipojen k membrané proteinem ERM-1,
ktery mé krom vazani aktinu i dalsi funkce (Khan a kol., 2013; Khan a kol., 2019). Dalsi
vrstvou obklopujici lumen jsou intermedialni filamenta IFA-4, IFB-1 a IFC-2/EXC-2. Ta
se nachéazeji stale ve velké blizkosti lumen, ovSem dal od lumen nez ERM-1 (viz déle)
(Al-Hashimi a kol., 2018; Khan a kol., 2019). Tteti vrstvou cytoskeletu jsou mikrotubuly,
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ACT-5 +
ERM-1 IFs = TBB-2

Obrazek 7: Schematické znézornéni usporadani cytoskeletu v okoli lumen kanalové bunky
(pfevzato z Khan a kol., 2019).

které se nachézeji kolem lumen ve spiraldch, na povrchu lumen-obalujici vrstvy aktinu
a vrstvy intermedialnich filament (Khan a kol., 2019). Pravé tyto slozky pravdépodobné
tvori ,terminal web".

Tyto tfi vrstvy maji rozdilné funkce. Intermediélni filamenta zabranuji expanzi kanalu
v obvodu do stran a tedy udrzuji jeho spravny prumér. Mimo to také omezuji vazani lu-
menélnich vacki a jejich napojovani na lumen. Mikrotubuly piisobi podobné, také udrzuji
spravny prumér lumen, omezovanim jeho rozpinani do stran, v piipadé vacki ale nao-
pak podporuji kontakt s lumen. Aktinova vrstva spoletné s ERM-1 podporuje vacky ke
kontaktu s lumen, aktin navic pusobi i pfi vzniku lumen. Mikrotubuly a intermedialni fi-
lamenta pouze nésledné usmérnuji jeho prodluzovani a rust. (KKhan a kol., 2013; Kolotuev
a kol., 2013).

Protein ERM-1 interaguje s proteinem AQP-8 a povolava jej. Jde o aquaporin, protein
schopny transportu vody skrz membranu, ktery je lokalizovan zejména na lumenélnich
vaccich. Zlomek téchto vacku je ¢asteéné napojeny na lumen. Pravé tok vody do lumen,
ktery AQP-8 zajistuje, je nutny pro rust a rozsifovani lumen kanélu. Mimo spirdlovité
uspoiadané mikrotubuly lze také pozorovat jejich kratka vldkna, tréici od lumen k bazalni
membrané. Toto usporadani pravdépodobné slouzi k transportu vackt a jinych struktur
molekularnimi motory (Khan a kol., 2013).

Vysledny mechanismus ristu ¢i prodluzovani lumen je pravdépodobné do velké miry
zévisly na proudéni vody do lumen a tlaku pisobicim zevnitf. Béhem rustu dochazi k
napojovani vacki na lumen a k jejich splyvani — tim je zvétSovana plocha membrany
lumen. Zaroven dochézi k proudéni vody do lumen pomoci aquaporinti, pravdépodobné
vlivem V-ATPéz, které se vyskytuji v membrané lumenalnich vacki a které jsou schopné
precerpavat H+ ionty na druhou stranu membrény. To ve vysledku v lumen vytvari os-
moticky tlak ptsobici zevnitf lumen smérem ven. Proti této sile vSak pisobi intermedidlni
filamenta, kterd zabranuji lumen v expanzi do stran a lumen se tak prodluzuje jednim
smérem (Khan a kol., 2013; Kolotuev a kol., 2013; Khan a kol., 2019).

Je zajimavé, Ze intermedialni filamenta IFA-4, IFB-1 a IFC-2 si nejsou rovnocenna a
IFB-1 je vyznamnéjsi nez ostatni. Proteiny IFA+IFB a IFC+IFB spolu pravdépodobné
tvori dimery, ze kterych se nasledné sklada sit, ktera pokryva povrch kanalu (Khan a kol.,

2019) (viz obr. 8). Autori Khan a kol., 2019 argumentuji tim, Ze v8echna t¥i intermedialni
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= mikrotubuly

— intermedialni filamenta

- aktinova filamenta

O endozomalni vacky

O *canaliculi*

IFB-1 IFC-2

Obrazek 8: Schéma usporadani cytoskeletu ve vybézku kanéalové buiiky. Prevzato z (Khan
a kol., 2019), upraveno.

filamenta se nachazeji ve vSech vlaknech a Ze pozice vyskytu IFB s IFA a IFB s IFC se
prekryvaji kdezto IFA s IFC jsou proti sobé na mikroskopickém snimku mirné posunuté
(Khan a kol., 2019).

Vysledky autort Al-Hashimi a kol., 2018 v této oblasti se lisi a tvrdi, Ze se IFC-2/EXC-
2 vaze na IFA-4, lze tak pravdépodobné ocekavat vyssi komplexitu systému v porovnéani
s predstavenym modelem ¢i chybu metodiky.

Vyznamnou regula¢ni molekulou ristu lumen, ktera v jinych organismech reguluje rist
lymfatického systému, je protein PROS-1/Prospero/CEH-26. Tento gen je exprimovan v
kanélové buiice a v nékolika dalsich neuronech v oblastech hlavy a ocasu. Protein PROS-1
reguluje nejméné 5 jinych molekul, mezi které patii vyznamné proteiny IFB-1 a AQP-8.
P1i poskozeni funkce PROS-1 mutaci dojde u téchto dvou proteint ke sniZzeni exprese
(Kolotuev a kol., 2013).

Nejedna se ale o jedinou funkci PROS-1. Proteiny PROS-1 spole¢né s CEH-6 aktivuji
transkripci mikroRNA miR-232, ktera potla¢uje expresi genu nhr-25/Ftz-F1 (Xu a kol.,
2024). Gen nhr-25/Ftz-F1 je transkrip¢ni faktor typicky zejména pro bunky hypodermis
¢i gonéd, ktery v kanalové bufice neni vyrazné exprimovan. K expresi naopak dochéazi v
"duct"a "G1/G2 pore"bunkach. Pokud je NHR-25 exprimovan v kanalové buiice, dochézi
ke zkraceni kanali. V souhrnu tak proteiny PROS-1 a CEH-6 aktivuji expresi miR-232,
ktera inhibuje expresi nhr-25, jehoZ exprese by inhibovala rist kanali (Gissendanner a
Sluder, 2000; Zhe Chen a Han, 2004; Xu a kol., 2024).
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4 Zavér

Organizace cytoskeletu umoziuje bunkadm mnoho dulezitych vyznamnych procesta. Vy-
znamnou vlastnosti je orientace mikrotubulii, ktera bunkam, jako jsou napiiklad neurony,
umoziuje vykonavat jejich funkci. Takovéto spravné polarity lze docilit rtiznymi mech-
nismy, v acilidtnich neuronech pohybem molekularnich motori UNC-116, které selektivné
vysouvaji mikrotubuly se S§patnou orientaci zpét do téla neuronu, nebo pfesunem a vy-
uzitim organizacnich center mikrotubuli v distalni Spicce dendritt ciliatnich neuront ¢i
v rostoucim vrcholu kanalové bunky. Dalsi moznosti je prosté vyuziti centrozéomu a jeho
MTOC v pripadé axont. Orientace mikrotubuli ale zavisi na typu neuronu, a to nejvice
v dendritech.

Pro udrzeni spravného uspotadéani mikrotubult je v aciliatnich dendritech nutné imo-
bilizovat cytoskelet ukotvenim k membrané, tuto funkci zajistuje komplex proteiniit UNC-
33/119/44, zaroven také pusobi jako difuzni bariéra v proximalni ¢asti axonu. Imobilizace
mikrotubult v neuritech po ukonéeni jejich diferenciace je vyznamna pro funkci neuronu,
rizné typy neuronil jsou ale na jeji absenci odlisné citlivé. Pokud v pribéhu ristu neu-
riti dochazi k vétveni, probihé to ve dvou c¢asové odlisenych fazich. Nejprve, v dusledku
rozpoznani spravnych extracelularnich signéali receptorem, je aktivovan WRC, ktery na-
sledné aktivuje Arp2/3 komplex vétvici aktin. Vétvena aktinova vlakna zapri¢inuji vznik
filopodi, rozvétveni dendritu a nasledného ristu. Rust axonu, podobné jako dendriti pro-
biha v rustovém kuzelu. Jedna se o vysoce dynamickou strukturu vytvarejici filopodia
a skladajici se z P-povrchové domény s obsahem prevazné vétveného aktinu, T-domény
tvorené oblouky aktinovych svazkii a C-centralni domény tvorené prevazné mikrotubuly.

Rust vybézku kanalové buiiky probihé nejprve pouze ristem bazalni membrany, struk-
turou pripominajici rustovy kuzel, az nasledné prorista lumen kanalové bunky. To je
obalené nékolika vrstvami cytoskeletu, zajistujici jeho tvar i nasedani vacka obsahujicich
V-ATPéazy a aquaporin AQP-8. Tim je nésledné dosazeno proudéni vody do lumen vlivem
osmozy, které zevnitt pusobi tlakem a podporuje orientovany rust lumen kanéalové bunky.

Podobnost v rastu vybézka neuronii a vybézku kanélové buiky lze pozorovat nejen v
zakladni morfologické podobnosti rostouci Spicky vybézku — rustového kuzele, ale také v
molekularnich mechanismech fizeni ristu vybézki téchto bunék. Jak neurity neuronu tak
kanély kanalové bunky jsou ve svém rustu prokazatelné fizeny proteiny UNC-53, ABI-1,
UNC-73 a MIG-10 (Hedgecock a kol., 1987; Schmidt a kol., 2009; McShea a kol., 2013).
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Mechanismy regulujici rist lumen kanalové buniky s neuronem nelze srovnavat, protoze
neurony tento bunéény kompartment nemaji.

Na zakladé zjisténych mezer v literature se nabizi vyzkum struktury cytoskeletu v
rastovém kuzelu vybézki kanalové bunky za vyuziti pokrocilych mikroskopickych technik,
které se v recentni dobé rychle rozvijeji. Kromé vyzkumu jedinci divokého typu , kde
tyto vysledky v zésadé chybi, by byl tento vyzkum velmi pfinosny v pripadé mutantnich
jedinci, u kterych dochézi ke zkraceni kanali. Tento pristup by mohl poskytnout cenné
informace o morfologickych zménéch a funkénich aspektech cytoskeletu a prokazal funkéni
a strukturni podobnost s ristovym kuzelem neuronii.

V soucasné dobé jsou nedostatecné objeveny, a v kanalové buiice prokazany, drahy
ridici rust vybézku této buiky. Podobné nedostateéné prozkoumané jsou procesy organi-
zujici strukturu rastového kuzelu v axonech C. elegans a to zejména z pohledu morfologie
a mechanismu usporadani struktur cytoskeletu. Kompletni vyzkum tohoto tématu v axo-
nech ale pravdépodobné neni nutny, z diivodu dobfe popsanych prikladi z jinych modeli.

Limitujicim faktorem je v dnesni dobé zejména velikost bunék a pfipadné okolni tkané,
které rozptyluji viditelné zareni. Nicméné v pripadé C. elegans je rustova Spicka kanalové
bunky vétsi nez rustovy kuzel neuronti, a vyse popsané podobnosti v ristu neuronu a ka-
néalové bunky tak nabizeji moznost vyuzit tuto bunku pravé k pokroc¢ilym mikroskopickym
analyzam. Poznatky by pak mohly byt aplikovatelné i na neurony.

Budouci vyzkum téchto témat by mél zahrnovat vyzkumné metody, které vice repre-
zentuji fyziologické podminky, jako je naptiklad vyuziti endogenné tagovanych proteinti
v kombinaci s pokro¢ilymi mikroskopickymi technikami. Vyzkum pomoci mutantnich je-
dinct ¢ overexprese gent se v zasadé od fyziologickych podminek vzdaluji.

V budoucnu lze ocekavat snahu o pochopeni ¢i vytvoreni kompletniho modelu nervo-
vého systému organismu C. elegans, podobné jako Emmons, 2024. Pravdépodobné i v této
oblasti vyzkumu lze oc¢ekavat vyraznéjsi vyuziti kryoelektronové mikroskopie a vyzkumu
za pouziti pokrocilych 3D zobrazovacich technik s vysokym rozlisenim, lze také ocekavat

snahu o pochopeni ,neurite guidance* ne na genetické, ale na bunééné drovni.
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