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Abstrakt

Orientovaný růst buněk je těsně provázán s organizací cytoskeletu a polaritou buněk.
Polymerace aktinu za účasti WRC a Arp2/3 komplexů umožňuje neuronům větvení den-
dritů, buňky, díky svazkům aktinu, vytvářejí filopodia zkoumající své okolí, rozdílným
uspořádáním mikrotubulů je zajišťován transport do odlišných oblastí buněk, dynamiky
aktinu či tlaku kapaliny je využíváno k orientovanému růstu. V této práci je zaměřena
pozornost na procesy orientace mikrotubulů neuronů, strukturní organizaci složek cytoske-
letu, jejich dynamiku a interakce v oblastech buněk zajišťující orientovaný růst. V závěru
je věnována pozornost na terminální růst a lumenogenezi kanálové buňky.

Přestože se jedná o dva různé typy buněk, z literatury vyplývá, že mechanismy ter-
minálního růstu jsou podobné, což by mohlo umožnit využití modelu kanálové buňky
Caenorhabditis elegans k pokročilým mikroskopickým metodám s výhodou větší velikosti.

Klíčová slova: Caenorhabditis elegans, mikrotubuly, aktin, orientovaný růst, WRC, ka-
nálová buňka, růstový kužel, 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 Úvod

Obrázek 1: Schéma neuronu a uspořádání cytoskeletu v něm.

Cytoskelet má podobu vláken uvnitř buněk, vzájemně interagujících pomocí proteinů,
a hraje v buňce klíčovou roli při zaujímání jejího tvaru (Priess a Hirsh, 1986; Kolotuev
a kol., 2013), jejím orientovaném růstu (Flynn a kol., 2012; Shi a kol., 2021), pohybu
(Agarwal a kol., 2024), vnitrobuněčném transportu váčků či proteinů (Yan a kol., 2013) i
při buněčném dělení (Lantzsch a kol., 2021; Vieira de Carvalho, 2024).

Specifickým případem je orientovaný růst, kde musí cytoskelet vykonávat mnoho úkolů
najednou. Jeho úlohou je zajistit samotný růst ve smyslu rozšiřování prostoru, ve kterém
se buňka nachází, udržet kontinuitu buňky a její tvar. Je podstatnou mechanickou opo-
rou, mimo to je jeho prostřednictvím v součinnosti se specifickými proteiny zajišťován
transport. Také udržuje polaritu buňky a musí být schopen reagovat na okolní stimuly,
například změnou směru růstu.

K takovémuto orientovanému růstu, který splňuje vše zmíněné výše, dochází napří-
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klad v dendritech a axonech neuronů, ve kterých v rámci tohoto procesu někdy dochází
i k větvení. Ty tak díky tomu prostupují tělem a umožňují v jeho rámci přenášet infor-
mace. Dendrity a axony jsou rozdílné struktury, které se liší i funkcí. Právě růst, větvení
i funkce jsou cytoskeletem reflektovány rozličným uspořádáním mikrotubulů, aktinu a
mnoha dalších proteinů (viz obr. 1). Dalším velmi dobrým příkladem orientovaného růstu
je kanálová exkretorní buňka organismu Caenorhabditis elegans, jejíž čtyři výběžky po do-
končení růstu prostupují v zásadě celým tělem (Kenneth Nelson a kol., 1983; Sundaram
a Buechner, 2016).

Tato práce bude zaměřena na orientovaný růst a organizaci cytoskeletu neuronů obecně
a v kanálové buňce v organismu Caenorhabditis elegans (háďátko obecné). Důvodem je,
že neurony jsou typickým představitelem buněk s orientovaným růstem a kanálová buňka
kromě své složitější morfologie a důležité funkce v organismu disponuje dvěmi membráno-
vými kompartmenty – bazální membránu a apikálním lumen. To zde umožňuje nahlédnout
i do mechanismů tubulogeneze, které se významně uplatňují v jiných organismech.

Procesy zmíněné v této práci se v různé míře uplatňují například při vzniku a fungování
lymfatického systému (Kolotuev a kol., 2013), během angiogeneze tenkých cév (Yu a
kol., 2015) či při procesech zabraňujících neurodegenerativním chorobám (Arnold a kol.,
2023). Přestože se Caenorhabditis elegans může zdát příliš jednoduchý, informace i z takto
jednoduchého systému jsou informativní.
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2 Neurony

Neurony organismu Caenorhabditis elegans lze rozlišovat do skupin v základu dvěma růz-
nými způsoby:

• Dle jejich funkce – na neurony senzorické, motorické, interneurony a případně poly-
modální neurony (Hall a kol., 2005; Onuchin a kol., 2023)

• Dle jejich morfologie – na neurony multipolární, bipolární, pseudo-unipolání a uni-
polární (Tang a Jin, 2018)

Neurony lze dále třídit do skupin dle jejich vzájemného propojení (Onuchin a kol., 2023;
Emmons, 2024), což je přístup autorů, kteří se snaží o pochopení nervového systému C.
elegans jako celku, případně je jejich cílem vytvořit jeho model.

Z pohledu cytoskeletální organizace je efektivnější rozlišení dle dendritů na neurony
ciliátní a necilátní, případně dle přítomnosti větvení dendritů.

Při celkovém pohledu na neuron lze dle autorů Tang a kol., 2019 pozorovat rozdílné
rozložení složek cytoskeletu v rámci buňky, F-actin (vláknitý, polymerní aktin) je lokali-
zován nejvíce na rostoucím okraji dendritů a axonů, mikrotubuly naopak na bázi dendritů
a v axonu. Avšak pro neurony nejvýznačnější, z důvodu polarizovanosti neuronů, je orien-
tace mikrotubulů v jeho výběžcích – axonu a dendritech (obecně neurity). Na mikrotubuly
bude zaměřena pozornost v následující části této práce.

Neuron je typickým příkladem polarizované1 buňky. To ostatně vyplývá i z jeho funkce
– posílá signály odněkud někam. Základním prvkem polarity v buňkách neuronů jsou mi-
krotubuly, taktéž polarizovaná proteinová vlákna, která mají dva různé konce, (+) konec
a (-) konec. K těmto různým koncům putují molekulární motory schopné pohybu pouze
jedním směrem a transportováním proteinů tak vytvářejí funkční polaritu buňky, kdy je-
den pól buňky kvůli rozdílnému složení proteinů vykonává jinou činnost, než pól druhý
(Goodson a Jonasson, 2018).

Základním zdrojem polarity mikrotubulů v živočišných buňkách je centrozóm – okolí
této organely umožňuje nukleaci2 mikrotubulů od (-) konce. Následně jsou tak v buňkách
obecně (-) konce koncentrovány v oblasti centrozómu a mikrotubuly svým (+) koncem

1Polarita znamená, že se jeden konec buňky či mikrotubulu liší od druhého a chovají se jinak
2začít polymeraci
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směřují do ostatních částí buňky (Goodson a Jonasson, 2018). V axonu směřuje směrem
ven (+) konec, což odpovídá právě představenému uspořádání. V dendritech je ovšem
uspořádání odlišné, směrem ven směřuje převážně (-) konec (Maniar a kol., 2011; Yan
a kol., 2013; Harterink a kol., 2018; Dey a Ghosh-Roy, 2021). Neurony mohou tuto od-
lišnou polaritu zajistit dvěma různými mechanismy odlišnými v ciliátních a aciliátních
neuronech.

Právě jim budou věnovány následující kapitoly 2.1 a 2.2.
Je však vhodné poznamenat, že zde prezentované mechanismy neplatí jednotně, pro-

tože každý neuron může mít svá specifika a ve výsledku tak velmi záleží na zvoleném
modelu. Příkladem může být, že přestože se většina autorů shoduje, že mikrotubuly v
dendritech neuronů jedinců divokého typu jsou orientovány zcela či téměř zcela (-) koncem
směrem ven, autoři Dey a Ghosh-Roy, 2021; Puri a kol., 2021 v dendritu PLM neuronu
pozorovali smíšenou organizaci. V neuronu je tato výjimka způsobena dvěma proteiny
(KLP-7 a PTRN-1), které zde zvyšují dynamiku mikrotubulů a zajišťují jejich jiné uspo-
řádání. Jejich vlivem má daný dendrit také menší délku, než v případě mutantních jedinců
v těchto proteinech (Puri a kol., 2021).

2.1 Dendrity aciliátních neuronů

V aciliátních dendritech ustanovuje orientaci mikrotubulů (-) koncem směrem ven UNC-
116/kinesin-1 a to tak, že mikrotubuly orientované opačně – (+) koncem ven – selektivně
posouvá pryč z dendritu do těla neuronu (Yan a kol., 2013). Protein UNC-116/kinesin-1
je molekulární motor ze skupiny kinesinů (Drozd a Quinn, 2023; Yan a kol., 2013), který
se pohybuje směrem k (+) konci mikrotubulů a koncentruje se tak do špičky axonu (Yan
a kol., 2013).

K ustanovení „(-) konec ven“ polarity v dendritech je UNC-116 nezbytný (Yan a kol.,
2013; He a kol., 2020). Důležitost ilustruje fakt, že jeho úplná absence je smrtelná, částečné
poškození jeho funkce v mutantovi (alela e2310) způsobuje změnu polarity mikrotubulů
v dendritu na polaritu shodnou s axonem, tedy (+) konec ven, aniž by došlo ke změně
polarity v axonu (Yan a kol., 2013). Tento závěr vychází z pozorování, kdy se po zavedení
zmíněné mutace začaly vyskytovat signály typické pro vrchol axonu, zde UNC-104, také
na vrcholu dendritu a signály typické pro dendrit na bázi dendritu. Ke stejným výsledkům
dospěli i He a kol., 2020 v jiném mutantovi UNC-116 (alela ed3) s tím rozdílem, že ve
vzácných případech pozorovali změnu organizace MT i v axonu

Tento kinesin má na svém C-terminálním konci místo schopné vázat mikrotubuly
(microtubule binding site), kterým se na mikrotubuly váže a propojuje je (Navone a kol.,
1992; Yan a kol., 2013). Této aktivity je ale pravděpodobně, dle autorů Yan a kol., 2013,
schopen pouze v součinnosti s proteinem mNUDC. Komplex těchto dvou proteinů ná-
sledně propojuje přednostně antiparalelní vlákna mikrotubulů. Jde ale o výsledky pokusu
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Obrázek 2: Schematické znázornění mechanismu posunu mikrotubulů s orientací
(-) koncem ven ve směru do dendritu a (+) koncem ven zpět do těla neuronu proteinem
UNC-116/kinesin-1. Obrázek znázorňuje, že k posunu daným směrem a tedy organizaci
mikrotubulů tímto proteinem dochází nezávisle na tom, po jak orientovaném mikrotubulu
UNC-116/kinesin-1 kráčí.

provedeného in vitro s kinesinem a mNUDC z hovězího mozku, nelze tak automaticky
předpokládát platnost i pro C. elegans. Dále však autoři dokázali, že UNC-116/kinesin-1
v dendritech ustanovuje orientaci mikrotubulů (-) koncem směrem ven vysouváním mik-
rotubulů s opačnou orientací z dendritu do těla neuronu (obr. 2) (Yan a kol., 2013).

Takto orientovaný cytoskelet následně umožňuje molekulárním motorům pohybujícím
se k (-) konci mikrotubulů, jako jsou například DHC-1/dynein nebo kinesin KLP-16, trans-
port do vrcholu dendritu a naopak znemožňuje transport do vrcholu dendritů proteinům
pohybujícím se k (+) konci, jako je například UNC-104/Kinesin3, který je zodpovědný
za transport synaptických váčků do axonu (Yan a kol., 2013).

Motorový protein UNC-116 má v neuronu i další funkce, například transport mito-
chondrií v axonu (Yan a kol., 2013) nebo ovlivňuje délku neuritů (Drozd a Quinn, 2023). Z
výsledků autorů Yan a kol., 2013 mj. také vychází, že UNC-116 je nutný k transportu den-
dritických proteinů jako například ACR-2, CAM-1 a FBN-1 do dendritu, což ale pouze
podporuje výše popsaný mechanismus ustanovování polarity mikrotubulů v dendritech
vlivem UNC-116.

2.2 Dendrity v ciliátních neuronech

Mírně odlišná situace je v ciliátních neuronech, které mají na vrcholu dendritu, na bázi
senzorické cilie, organizační centrum mikrotubulů (MTOC), které je schopné iniciovat
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polymeraci mikrotubulů od (-) konce (Harterink a kol., 2018).
Autoři Harterink a kol., 2018 vycházejí z pozorování γ-tubulinu, což je protein, který je

součástí MTOC a až na výjimky je nutný k nukleaci polymerace mikrotubulů (Kollman a
kol., 2010; Kollman a kol., 2011; Oakley a kol., 2015). Zatímco v neciliátních neuronech je
γ-tubulin lokalizován rozptýleně, pouze s lehce zvýšenou koncentrací ve špičce dendritu, v
ciliátních neuronech je možné pozorovat výrazný výskyt γ-tubulinu na bázi cilie (Harterink
a kol., 2018). Stejných výsledků bylo dosaženo pozorováním značeného proteinu GIP-
2/CeGrip-2, který je součástí γ-tubulinového komplexu schopného nukleace mikrotubulů
(Hannak a kol., 2002; Wang a kol., 2015; Harterink a kol., 2018).

Výjimkou je URX neuron, který nemá cilii, ale na vrcholku jeho dendritu se nachází
oblast s bohatým výskytem γ-tubulinu a proteinu OSM-6, který se vyskytuje specificky v
cilii. To naznačuje, že neuron URX má na vrcholu dendritu MTOC jako ciliátní neurony
(Harterink a kol., 2018).

Důsledkem přítomnosti MTOC v URX a ciliátních neuronech je snížená potřeba pro-
teinů UNC-116/kinesin-1, UNC-33/CRMP a UNC-44/Ankyrin (viz dále). Správná orien-
tace mikrotubulů je zde zajištěna MTOC ve vrcholu dendritu. Jím vytvořené mikrotubuly
směřují (+) koncem k tělu neuronu a (-) koncem směrem ven. Zatímco při poškození funkce
těchto proteinů v aciliátních neuronech dochází v dendritech ke změně a tedy poškození
organizace mikrotubulů, při poškození funkce těchto proteinů v neuronech s MTOC lze v
dendritu pozorovat pouze minimální změny – tyto dendrity tak nejsou na těchto protei-
nech závislé (Harterink a kol., 2018).

Dalším důsledkem přítomnosti MTOC na vrcholku dendritu je změna dynamiky mik-
rotubulů. Zatímco v dendritech aciliátních neuronů a axonech je dynamika ve vzdáleněj-
ších oblastech od těla neuronu snížená, v dendritech ciliátních neuronů a neuronu URX
je obecně frekvence započetí růstu mikrotubulů, a tedy jejich dynamika, vyšší, zejména v
blízkosti cilie (Harterink a kol., 2018).

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

V rozporu s výše zmíněnými informacemi je pozorování autorů Liang a kol., 2020,
kteří v anteriorním dendritu neuronu PVD, který je aciliátní (Harterink a kol., 2018),
pozorovali MTOC a podobně zvýšenou dynamiku mikrotubulů jako je tomu u ciliátních
dendritů. Tito autoři ve své práci dále rozvádí model, ve kterém jsou komplexy γ-tubulinu
transportovány molekulárním motorem UNC-116/kinesin-1 k (+) konci, více do vrcholu
rostoucího dendritu, přičemž jsou zároveň vlivem DHC-1/Dynein pohybujícímu se k (-
) konci koncentrovány v jednom místě což udržuje jedno MTOC (Liang a kol., 2020).
Tyto informace přinášejí ještě více komplexity do uspořádání cytoskeletu v neuronu PVD,
který byl již jako výjimka uveden v závěru kapitoly 2.
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2.3 Imobilizace mikrotubulů

Proteiny UNC-33/CRMP, UNC-44/Ankyrin a UNC-119 hrají klíčovou roli ve vývoji a
funkci neuronů. Poškození funkce těchto proteinů má podobné projevy jako poškození
funkce molekulárního motoru, již zmíněného 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 způsobuje výskyt presynaptických proteinů i v dendritu
a těle buňky, což naznačuje, že kinesin3/UNC-104, který je zodpovědný za transport
těchto proteinů, získal přístup do dendritů neuronu (Maniar a kol., 2011). Stejný fenotyp
byl pozorován i při mutaci genu unc-119 (He a kol., 2020). V mutantech genů unc-33 a
unc-44 byl v axonech i dendritech pomocí značeného EBP-2 pozorován pohyb (+) konců
polymerujících mikrotubulů v obou směrech, což ukazuje, stejně jako předchozí výsledky,
na smíšenou orientaci mikrotubulů (Maniar a kol., 2011). V mutantech unc-33 byl dále v
PVD neuronu pozorován úbytek koncentrace mikrotubulů v axonu a zvýšení koncentrace
mikrotubulů v dendritech (Maniar a kol., 2011).

UNC-33 má tři isoformy lišící se N-terminální sekvencí: UNC-33L (long), UNC-33M
(medium) a UNC-33S (short) (Li a kol., 1992; Tsuboi a kol., 2005), avšak pouze isoforma
UNC-33L má aktivitu zde připisovanou genu unc-33, protože pouze UNC-33L umí opravit
fenotyp mutanta unc-33 (Maniar a kol., 2011; He a kol., 2020).

Výskyt proteinů UNC-33, UNC-44 a UNC-119 je velmi podobný. Dle pozorování au-
torů He a kol., 2020 se UNC-44 i UNC-119 shodně vyskytují zejména v axonech a den-
dritech, přičemž UNC-44 se nachází v blízkosti vnitřní strany membrány. Dle pozorování
autorů Maniar a kol., 2011 se UNC-33L vyskytuje v segmentech axonů v blízkosti těla
neuronu, ale ne v dendritech. Tvrzení, že se UNC-33L nevyskytuje v dendritech, se může
zdát nepravděpodobné, zvláště když se zakládá na pozorování pouze jednoho neuronu,
neuronu PVD. Dle novějších výsledků v práci autorů Eichel a kol., 2022 se UNC-44 vy-
skytuje zejména v proximálním regionu axonu, v dendritu i zbytku axonu v koncentraci
podstatně nižší (Dle pozorování UNC-44L v neuronech PVD a DA9). To neodporuje vý-
sledkům autorů He a kol., 2020, kteří pozorovali výskyt značeného UNC-44 v dendritech
sensorických neuronů. Z pozorování autorů He a kol., 2020 dále vychází, že UNC-44 je
velmi imobilní protein a jeho imobilita je nezávislá na UNC-33 nebo UNC-119.

Tyto tři proteiny spolu mohou interagovat, a to tak, že protein UNC-44 může svou C-
terminální doménou vázat UNC-119 a protein UNC-119 může vázat N-terminální doménu
UNC-33L. Proteiny UNC-33L, UNC-44 a UNC-119 tak společně mohou tvořit komplex
(obr. 3), přičemž UNC-119 váže ostatní dva proteiny, protože bez UNC-119 se UNC-33L
a UNC-44 spolu neváží (He a kol., 2020).

Komplex proteinů UNC-44/UNC-119/UNC-33L se v neuritech nachází distribuovaný
v plošném periodickém vzoru s periodou přibližně 200 nm (He a kol., 2020).

Mikrotubuly dospělého neuronu jsou z velké míry imobilní a při poškození funkce ně-
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Obrázek 3: Schematické znázornění interakce proteinů UNC-44, UNC-119 a UNC-33
tvořících komplex, který ukotvuje mikrotubuly k membráně. Převzato z He a kol., 2020
a upraveno.

kterého z proteinů UNC-44, UNC-119 a UNC-33L se tato imobilita ztrácí (He a kol.,
2020). Komplex UNC-44/119/33 tak funguje jako člen ukotvující mikrotubuly k mem-
bráně, čímž mikrotubuly imobilizuje. Zabraňuje tak například pohybu mikrotubulů způ-
sobenému UNC-116/kinesin1 a udržuje orientované uspořádání mikrotubulů v dendritech
a axonu (Maniar a kol., 2011; He a kol., 2020).

Komplex UNC-44/119/33 v proximálním axonu, kde se dle pozorování UNC-44 tento
komplex vyskytuje nejvýrazněji, představuje zároveň difuzní bariéru (Eichel a kol., 2022).

Tyto závěry lze podpořit kontextem z jiného organismu: „Giant“ isoforma proteinu
ankyrin Ank2 v Drosophila melanogaster je v neuronu koncentrována v proximální části
axonu. Proximální axon, dle pozorování ddaE neuronu, má v porovnání s tělem neuronu,
dendritem i membránou endoplazmatického retikula v proximálním axonu výrazně sníže-
nou mobilitu membránových proteinů. Tato omezená difuze v povrchové membráně axonu
je vlastnost, která se objevuje až později ve vývoji. V raných stádiích je srovnatelná s
dendritem, přičemž tento jev je pravděpodobně způsoben právě giant ankyrinem Ank2
(Jegla a kol., 2016).

2.4 Větvení neuritů

Při procesu větvení neuritů hraje významnou roli aktin (Zou a kol., 2018; Shi a kol., 2021),
přičemž proces větvení lze rozdělit do dvou fází. Nejprve dochází k otékání (swelling) a
následně k rychlé tvorbě výběžků-filopodií, střídané s pauzami. Pojem swelling předsta-
vuje zvětšování průměru vlákna 1-2 minuty před vytvořením výběžku neuritu (Shi a kol.,
2021).

Řízení růstu neuritů a jejich větvení je indukováno prostřednictvím extracelulárních
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signálů. Po rozpoznání signálu ligand-receptorový komplex aktivuje TIAM-1 a WRC
(WAVE Regulatory Complex) (obr. 4) (Zou a kol., 2018). Proteinový komplex WRC
se skládá z pěti podjednotek WAVE/Scar, SRA1/Cyfip1, NAP1/Hem-2, ABI a HSCP300
(Eden a kol., 2002; Chen a kol., 2010; Rotty a kol., 2012; Han a Ko, 2023). Nomenklatura
proteinů komplexu WRC je ovšem obsáhlá a není zcela jednotná, to částečně může být
dáno faktem, že ke každému z proteinů komplexu existují jemu homologní proteiny, které
jsou v jiných organismech exprimovány specificky dle tkáně či buněčného typu (Han a Ko,
2023).

Protein WAVE (verprolin homologní protein, též SCAR) patří do skupiny proteinů
rodiny WASP. Tato skupina proteinů, do které kromě WASP patří také proteiny typu
NWASP a WASH obsahují doménu VCA 3 (Rotty a kol., 2012), která přímo interaguje
a aktivuje Arp2/3 (obr. 4) (Beltzner a Pollard, 2008; Padrick a kol., 2011; Smith a kol.,
2013). Komplex Arp2/3 zapříčiňuje polymeraci aktinu (Welch a kol., 1997; Padrick a
kol., 2011) a to tak, že komplex Arp2/3 a aktinové vlákno, jehož vznik katalyzoval, jsou
ukotveny na straně již existujícího „mateřského“ aktinového vlákna (Beltzner a Pollard,
2008; Smith a kol., 2013) v charakteristickém úhlu 70° (Ding a kol., 2022). Právě vznik
větveného F-aktinu v daném místě je příčinou rozšíření neuritu označované jako swelling
(Shi a kol., 2021).

V místech, kde došlo ke swellingu, pokračuje proces tvorby nového výběžku neuritu
tvorbou filopodií vlivem proteinů UNC-34/VASP a UNC-115/abLIM (Lundquist a kol.,
1998; Shi a kol., 2021). Protein UNC-34 je v místě swellingu rekrutován přímo komplexem
WRC (Shi a kol., 2021), přičemž protein UNC-34 podporuje elongaci aktinových vláken
a omezuje vázání capping proteinů na pichlavý konec (barbed end) aktinového vlákna
(Barzik a kol., 2005).

Extracelulární signály řídící růst a větvení neuritů jsou rozmanité pro různé 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 výzkumu vychází, že SAX-7, MNR-1, LECT-2 se váží
v komplex s receptorem DMA-1 (obr. 4) (Zou a kol., 2016), a dále, že DMA-1 fyzicky
interaguje a váže receptor HPO-30, který na sebe váže komplex WRC. Receptor DMA-1
na váže kromě HPO-30 také TIAM-1 (Zou a kol., 2018).

Existuje obecný konsenzus, že WRC musí být aktivován, typicky interakcí s Rac1-GFP,
fosforylací či fosfatidyl inositoly (Chen a kol., 2010; Eden a kol., 2002; Ismail a kol., 2009).
Historická teorie aktivace WRC byla založena na rozpadu komplexu a jeho disociaci (Eden
a kol., 2002), to ovšem nepodporují novější zjištění, že Rac1-GTP aktivuje komplex WRC,
aniž by došlo k jeho disociaci (Ismail a kol., 2009). Dle teorie mechanismu účinku založené
na novějších datech fosforylace či aktivita Rac1 destabilizuje tzv. „meander region“ (oblast
na rozhraní proteinu WAVE a Sra1 s vysoce konzervovanou sekvencí (Chen a kol., 2010)),
díky čemuž je uvolněna C-terminální VCA doména (Chen a kol., 2010).

3VCA se skládá z domén verprolin homologní, cofilin homologní a kyselé (Rotty a kol., 2012)
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Obrázek 4: Schematické znázornění interakce proteinů účastnící se signální dráhy aktivu-
jící Arp2/3 aktivací WRC. Vlivem aktivity Arp2/3 následně dochází k větvení aktinového
cytoskeletu, „swellingu“ dendritů a následnému větvení.

Již zmíněný TIAM-1 je guanin exchange factor (GEF), který je dle Zou a kol., 2018
společně s WRC nutný pro větvení neuritů. V případě neuronů, konkrétně v neuronu PVD,
pravděpodobně funguje nezávisle na své guanin exchange aktivitě (Tang a kol., 2019), což
však odporuje předchozímu odstavci. Autoři Tang a kol., 2019 vycházejí z pozorování,
že po poškození a ztrátě GEF aktivity TIAM-1 nedošlo k poškození a změně fenotypu v
porovnání s wild type PVD neuronem.

Tito autoři ovšem navrhují teorii, kde funkce TIAM-1 spočívá ve vazbě k aktinu
prostřednictvím proteinu ACT-4/Actin, se kterým TIAM-1 interaguje. Prostřednictvím
TIAM-1 a ACT-4 by tak byl celý ligand-receptorový komplex ukotvený k cytoskeletu.
Autoři ale ztrátu guanin exchange aktivity testovali pouze in vitro vůči Rac1 a nemohou
proto vyloučit zachování aktivity vůči jiným malým GTPázám.

Jak již bylo nastíněno výše, po proběhnutí popsaných mechanismů dochází k tvorbě
filopodíí (Shi a kol., 2021), což vytváří strukturu zvanou růstový kužel (growth cone), která
vytváří výběžek neuritu. Během procesu je pouze část filopodií stabilizována. Z pozorování
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Shi a kol., 2021 jsou filopodia tvořena nárazově – střídají se krátké intervaly intenzivní
tvorby filopodií s intervaly pauzy. Autoři si toto chování vysvětlují „povoláním“, navázáním
a aktivací WRC komplexu receptory DMA-1 a HPO-30. Mutanti v genech UNC-34 a
UNC-115 filopodia nevytvářejí, jejich výběžky neuritů rostou pomalu, kontinuálně a jen
občasně se větví. Lze pozorovat místa, kde došlo ke swellingu, ale dále v růstu stagnují
(Shi a kol., 2021).

Výrazná část obsahu této kapitoly byla zjištěna při zkoumání PVD neuronu, právě ten
je modelovým neuronem pro studium větvení dendritů.

2.5 Růst axonu

Růstový kužel axonů organismu C. elegans není v dnešní době dostatečně prozkoumán,
přestože je C. elegans modelovým organismem. Růstový kužel obecně je poměrně po-
drobně prozkoumanou strukturou, byla a je však zkoumána na jiných organismech, pře-
vážně savcích. Protože je ale růst axonu a jeho růstový kužel pravděpodobně nejemblema-
tičtějším příkladem orientovaného růstu, a protože jde o vysoce konzervovanou strukturu,
bude v této kapitole charakterizován.

Růst axonu probíhá na jeho vrcholu, ve struktuře zvané růstový kužel („growth cone“).
Právě tato struktura je zodpovědná za prodlužování axonu, prozkoumávání svého okolí a
za navádění, ve smyslu řízení směru růstu (Bray a Chapman, 1985; Schaefer a kol., 2002;
Schwarz a kol., 2009).

Růstový kužel se skládá z několika oblastí/domén (obr. 5). Na povrchu, po obvodu, se
nachází P-doména, ve které se nacházejí filopodia a lamellipodia, která vlivem dynamiky
aktinu, myosinu či vlivu plazmatické membrány vytváří sílu působící na růstový kužel a
podporují jeho pohyb vpřed (Bray a Chapman, 1985; Lin a kol., 1996; Cojoc a kol., 2007;
Craig a kol., 2012; Bornschlögl, 2013). Pod P-doménou se nachází T-doména a C-doména
(Schaefer a kol., 2002; Lowery a Vactor, 2009).

Při svém růstu se axon nachází v nitru tkání a svým růstem se musí vmezeřovat mezi
buňky svého okolí. K tomu slouží filopodia a lamellipodia P domény. Filopodia vystupují
z povrchu růstového kužele a kontinuálně se vytvářejí a následně zkracují. Filopodia se
pohybují vůči směru růstu růstového kužele dozadu, dle pozorování in-vitro se mohou
pohybovat do stran. Mezi filopodii vznikají lamellipodia a obě tyto struktury následně
tahají růstový kužel vpřed (Bray a Chapman, 1985; Cojoc a kol., 2007; Lowery a Vactor,
2009; Bornschlögl, 2013).

Výběžky růstového kuželu, filopodia a lamellipodia, svým povrchem prozkoumávají
okolí. Na povrchu své membrány mají receptory, které rozeznávají tzv. „cell adhesion mo-
lecules“ na povrchu okolních buněk, což jsou molekuly, které umožňují rostoucímu růsto-
vému kuželu se přichytit na okolní buňky. Typickým příkladem takovéto adhezi umožnující
molekuly a jejího receptoru jsou UNC-6/Netrin a UNC-40. Díky tomuto uchycení povrchu
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Obrázek 5: Schematické znázornění růstového kuželu neuronu a organizace cytoskeletu v
něm. Růstový kužel se skládá ze tří domén P (povrchové), T (tranzitní-přechodné) a C
(centrální). V C-doméně se nachází stabilní mikrotubuly vycházející z axonu. V P-doméně
se nacházejí lamellipodia tvořené zejména větveným F-aktinem a dlouhé výběžky filopo-
dia tvořenými zeména svazky aktinu. V rámečcích jsou zvýrazněna možná uspořádání
cytoskeletu. Převzato z Pinto-Costa a Mendes Sousa, 2021 a upraveno.

růstového kuželu na okolní buňky je filopodium či lamellipodium schopné vyvolat tah, při-
čemž lamellipodium je schopné v porovnání s filopodiem vyvolat přibližně desetinásobnou
sílu (Chan a kol., 1996; Cojoc a kol., 2007; Maness a Schachner, 2006; Lowery a Vactor,
2009; Schwarz a kol., 2009; Bornschlögl, 2013).

Růst axonu je výrazně ovlivňován dynamikou aktinu, který je nejvíce dynamický v
P-doméně. Zvýšení dynamiky aktinu, tedy jeho nestability, má za následek rychlejší for-
mování neuritů a jejich rychlejší růst. Stabilizace aktinu vede k zastavení formování neuritů
a změně uspořádání mikrotubulů (Flynn a kol., 2012). V růstovém kuželu lze pozorovat
retrográdní pohyb aktinu a threadmilling4. Retrográdní flow si lze představit jako pohyb
F-aktinu od vzdálenějších oblastí růstového kuželu k jeho středu, který je nezbytný pro
správnou morfogenezi a růst axonu. Za tento retrográdní flow jsou zodpovědné myosiny
a nestabilita aktinu společně s jeho polymerací (Lin a kol., 1996; Schaefer a kol., 2002;
Flynn a kol., 2012). Zvýšenou dynamiku aktinu způsobují proteiny ADF a Cofilin, které

4threadmilling je děj, kdy dochází k pohybu filamentu cytoskeletu v důsledku polymerace na jednom
konci a depolymerace na konci druhém.
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se na aktin váží, destabilizují ho, ale také ovlivňují jeho orientaci (Flynn a kol., 2012).
V P-doméně se nenachází pouze aktinový cytoskelet, ale i mikrotubuly. Ty obvykle

vstupují do filopodií asociované se svazky F-aktinu, vlivem toho je ale většina mikrotubulů
pod vlivem retrográdního flow, což je z P-domény odstraňuje (Schaefer a kol., 2002).

Pod P-doménou se nachází T-doména obsahující obloukovitě uspořádané svazky F-
aktinu. Tento aktin má výrazně nižší dynamiku než aktin v P-doméně, je výrazněji vět-
vený. T-doména má také retrográdní flow směřující do C-domény, je ale přibližně čtvrti-
nový v porovnání s tímto procesem v P-doméně. V T-doméně se vyskytují také mikrotu-
buly, které jsou také méně dynamické než v P-doméně (Schaefer a kol., 2002).

V C-doméně se nachází velké množství mikrotubulů, které navazují na souběžné mik-
rotubuly výběžku neuronu a zlomek z nich vstupuje do domén P a T (Williamson a kol.,
1996; Schaefer a kol., 2002).

Zmíněné adhezivní molekuly na povrchu okolních buněk ale nejsou jediné extrace-
lulární signály, které růst axonu a jeho směr řídí. Dalšími molekulami jsou adhezivní
molekuly ve formě extracelulární matrix – lamininy a fibronektiny (Evans a kol., 2007),
a následně mnoho dalších rozmanitých molekul včetně morfogenů nebo vápenatých iontů
(Jessell, 2000; Henley a Poo, 2004).

Zajímavým příkladem je navádění růstu axonu dvojice neuronů M2 a M3. V tomto
příkladě neuron M3 poskytuje naváděcí signál ve formě proteinu MNM-2 neuronu M2 a
ten tak roste podél neuritu neuronu M3 (Rauthan a kol., 2007).

Vliv intermediálních filament v růstovém kuželu neuronů organismu Caenorhabditis
elegans v současné době není dostatečně prozkomán, lze jej dát ale do souvislosti s jinými
informacemi. Dle výzkumu autorů (Jiu a kol., 2015) na buňkách lidského osteosarkomu,
které obsahují strukturu podobnou růstovému kuželu se intermediální filamenta vimentinu
účastní retrográdního pohybu společně s aktinem. Vimentin má zároveň velký vliv na
rozmístění aktinu a to interakcí přes Plectin.

Intermediální filamenta, která se ale v C. elegans vyskytují, jsou například IFD-1 a
IFD-2 (Arnold a kol., 2023). Homologii těchto proteinů s vimentinem na základě součas-
ných informací nelze prokázat, proteiny IFD-1 a IFD-2 se ale dle autorů Arnold a kol., 2023
podílejí na tvorbě struktur podobným aggresomům, jejichž cílem je vyloučit agregované
proteiny v případě proteostresu 5. Právě prvně zmíněný vimentin hraje podstatnou roli
v produkci aggresomů v návaznosti na mechanismy indukované proteostresem (Morrow
a kol., 2020). Díky této podobnosti lze uvažovat o podobné funkci IFD-1/2 v růstovém
kuželu C. elegans jako má vimentin.

5proteostres – výskyt proteinových agregátů v buňce
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3 Kanálová buňka

Canal cell, dále kanálová buňka, tvoří společně s „duct cell“ a „pore cell“ hlavní část
vylučovacího systému organismu Caenorhabditis elegans. Kromě těchto tří buněk, které
na sebe nasedají a tvoří spojité lumen, tvoří vylučovací systém také „gland cell“, která
je dvoujaderná a je ve styku s exkretorní buňkou (Kenneth Nelson a kol., 1983; Nelson
a Riddle, 1984), a dva CAN neurony, které vylučovací systém také ovlivňují (Forrester a
Garriga, 1995).

Kanálová buňka je výrazně velkou buňkou s charakteristickým tvarem písmene „H“,
které vytváří svými výběžky (dále „kanály“). Tělo kanálové buňky je lokalizované pod
hltanem a její růst probíhá postupně. Ve vajíčku, ve stádiu „čárky“ (comma stage) jsou
hlavní tři buňky vylučovací soustavy pouze seřazeny na sobě, při líhnutí již posteriorní
kanály kanálové buňky sahají přibližně do poloviny živočicha, do oblasti gonád, v závěru
následující fáze L1 již kanály kanálové buňky sahají téměř ke konci těla – k řitnímu otvoru
– a apikální růst 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). Kromě apikálního růstu se však kanálová buňka také prodlužuje roztahováním,
společně s růstem embrya (Suzuki a kol., 2001; Stone a kol., 2009).

V oblastech kanálu lze uprostřed na průřezu pozorovat lumen, v jeho okolí se nachází
„terminal web“ tvořená cytoskeletem (viz dále) a cytoplasma, která ve výběžcích kanálové
buňky obsahuje velké množství váčků „canaliculi“, dále lumenální váčky. Ty mohou být
buď k lumen připojené, u lumen kotvené či nepřipojené. Kotveným lumenálním váčkem
je myšlen stav, kdy se váček nachází v těsné blízkosti membrány lumen, ale propojení s
lumen není rozeznatelné (Khan a kol., 2013; Kolotuev a kol., 2013; Khan a kol., 2019).
Tyto váčky se v případě osmotického stresu ve větší míře připojují k membráně lumen a
zvětšují tak její povrch (Kolotuev a kol., 2013).

Celková organizace kanálů se v rámci těla téměř nemění, během vývoje pouze dochází
ke zvětšování průměru kanálu. Jako další fyziologická reakce na osmotický stres, kromě
napojení více lumenálních váčků, se u výrazné části všech stádií na kanálové buňce do
několika minut vytvořily „perličky na provázku“ (pearls on the string). Tyto rozšířené
oblasti byly tvořeny převážně cytoplazmou (Kolotuev a kol., 2013). Autoři Khan a kol.,
2019 ve své práci rozlišují endozomální váčky a lumenální váčky, tyto dva typy váčků se
pravděpodobně liší přítomností V-ATPáz a aquaporinů AQP-8 na povrchu lumenálních
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váčků a tím, že se tyto váčky vyskytují blízko lumen či jsou mnohdy propojené s lumen
nebo navzájem (Kolotuev a kol., 2013).

3.1 Růst kanálové buňky

Při apikálním růstu výběžku kanálové buňky vyrůstá nejprve bazolaterální část buňky
bez lumen a lumenálních váčků a lumen dorůstá až v závěsu. Vrchol kanálové buňky
svou morfologií a rozšířením připomíná růstový kužel neuritů – špička nemá lumen ani
váčky (Kolotuev a kol., 2013). Lze tak s určitou mírou pravděpodobnosti předpokládat, že
kanálová buňka roste růstovým kuželem s podobným uspořádáním, jaký byl představen
v kapitole 2.5 Růst axonu.

Růst špičky kanálu kanálové buňky, její morfologie, struktura cytoskeletu v oblasti
bez lumen a její podobnost s růstovým kuželem neuronů v dnešní době není dostatečně
probádána. Dostupná literatura zabývající se kanálovou buňkou C. elegans se převážně
zaměřuje na lumenogenezi, neboť tato buňka slouží jako modelový systém pro studium
tubulogeneze - procesu, kterým je lumen formováno. Protože je o roli cytoskeletu při
lumenogenezi známo více, je mu věnována samostatná kapitola (viz kap. 3.2). Molekuly
důležité pro růst kanálové buňky lze však identifikovat geneticky, proto je tato kapitola
věnována popisu takto objasněných signálních drah.

Jedna z tímto způsobem popsaných drah je signální dráha obsahující 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 významnou podjednotkou dříve zmíněného heteropentamerního 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), který přímo aktivuje komplex Arp-2/3 způso-
bující větvení 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, která
pravděpodobně zajišťuje fyzické propojení signálu na cytoskelet.

S proteinem ABI-1 fyzicky interaguje MIG-10 prostřednictvím domény SH3 (McShea
a kol., 2013). S ABI-1 taktéž interaguje UNC-53/NAV, avšak nezávisle na doméně SH3
proteinu ABI-1. Schopnost fyzické interakce s ABI-1 byla prokázána pouze u jeho dlouhých
isoforem UNC-53L, jež se běžně vyskytují v cytoplazmě kanálové buňky (Maes a kol., 2002;
Schmidt a kol., 2009).

Dle výsledků autorů McShea a kol., 2013 se však ABI-1 a MIG-10 nevyskytují v jedné
přímé signální dráze, která by řídila růst kanálové buňky, ale buď v oddělených drahách, v
překrývajících se drahách či částečně redundantních drahách. Dvojice proteinů MIG-10 s
UNC-53 jsou ve stejné signální dráze (McShea a kol., 2013). Stejně je tomu tak i u dvojice
UNC-53 s ABI-1 (Schmidt a kol., 2009).
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Obrázek 6: Schematické znázornění interakce proteinů účastnící se signální dráhy jež
podporuje růst výběžků kanálové buňky.

Lze přepokládat, že UNC-53 fyzicky váže F-aktin, neboť protein UNC-53 obsahuje
několik domén typických pro aktin vazebné proteiny (Van Troys a kol., 1999; Stringham
a kol., 2002) a protože UNC-53 lokalizuje s F-aktinem in vitro (Eve G. Stringham, ne-
publikováno; dle Stringham a Schmidt, 2009). Homologní savčí proteiny se také můžou
lokalizovat na (+) konec mikrotubulů (Haren a kol., 2009; Sánchez-Huertas a kol., 2020).
Protein UNC-53 tak může mít funkci lokalizovat své interakční partnery na aktinový
či mikrotubulární cytoskelet, případně aktinový a mikrotubulární cytoskelet propojovat
(Stringham a Schmidt, 2009; Sánchez-Huertas a kol., 2020).

Zajímavým členem této signalizační kaskády, která umožňuje růst kanálů kanálové
buňky, je transmembránový protein UNC-71/ADAM, který v některých neuronech C.
elegans navádí růst axonu. (Huang a kol., 2003; Marcus-Gueret a kol., 2012).
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Posledním členem této signalizační kaskády je UNC-73/TRIO, který má dvě enzyma-
tické aktivity a působí ve dvou drahách. První je RhoGEF aktivita, která prostřednictvím
RHO-1 aktivuje UNC-53, druhá je RacGEF, která aktivuje protein VAB-8 následující sig-
nální kaskády (Marcus-Gueret a kol., 2012).

Signální kaskády, které je součástí VAB-8 se účastní také SAX-3/Robo, EVA-1 a SLT-
1/Slit (viz obr. 6). Při poškození funkce kteréhokoliv s těchto proteinů dochází ke zkrácení
kanálu (Marcus-Gueret a kol., 2012).

Protein VAB-8 sdílí sekvenční podobnost s kinesiny, zeména na motorové doméně na
N konci, přesto je od kinesinů velmi odvozený. Jedná se o významnou navigační molekulu
organismu C. elegans, která usměrňuje růst posteriorně (Wolf a kol., 1998). V kanálové
buňce způsobuje ztráta funkce VAB-8 zkrácení posteriorních kanálů kanálové buňky a
změnu pozice těla této buňky (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 významnou molekulou navádějící růst neuronů ventrálně a smě-
rem přes osu těla, pokud má dojít k růstu do druhé poloviny. Dle výzkumu na neuronech
C. elegans má však SAX-3 i funkce nezávislé na SLT-1, protože fenotyp mutantu slt-1
nebyl tak výrazný jako mutantu sax-3 (Hao a kol., 2001). Protein EVA-1 je receptorem
SLT-1 a jedná se pravděpodobně o koreceptor receptoru SAX-3 (Fujisawa a kol., 2007).

Výše zmíněné signální dráhy řídící růst výběžků kanálové buňky jsou v podstatné
míře shodné se signalizací řídící růst neuronů. Toto dokazují výsledky autorů Schmidt
a kol., 2009, dle kterých jsou UNC-53 a ABI-1 také nezbytné pro růst axonu neuronu
PLML/R. Podobné závěry publikovali Hedgecock a kol., 1987, kteří toto demonstrovali
na molekulách UNC-53 a UNC-73. Stejný závěr podporují i výsledky autorů McShea a
kol., 2013, dle kterých je MIG-10 důležitý pro migraci a růst neuronu ALM.

3.2 Cytoskelet a růst lumen kanálu

Aby mohla exkretorní buňka v háďátku, organismu bez cévní soustavy, efektivně plnit
svou funkci zajišťování osmoregulace a vylučování tekutin ven z těla, musí splňovat dvě
podmínky. Zaprvé se musí nacházet v blízkosti velkého objemu tkání živočicha, to zajišťuje
tvar buňky, a zadruhé musí mít způsob, jak tekutinu k vyloučení přesunout a vyloučit
ven z těla. K tomuto slouží lumen kanálové buňky, sahající od vrcholků výběžků kanálové
buňky a ústící prostřednictvím na ni napojených buněk do vnějšího prostředí.

Lumen kanálové buňky je obalené třemi vrstvami cytoskeletu, viz obr. 7. Nejníže, zcela
u membrány se nachází aktin ACT-5. Ten je k připojen k membráně proteinem ERM-1,
který má krom vázání aktinu i další funkce (Khan a kol., 2013; Khan a kol., 2019). Další
vrstvou obklopující lumen jsou intermediální filamenta IFA-4, IFB-1 a IFC-2/EXC-2. Ta
se nacházejí stále ve velké blízkosti lumen, ovšem dál od lumen než ERM-1 (viz dále)
(Al-Hashimi a kol., 2018; Khan a kol., 2019). Třetí vrstvou cytoskeletu jsou mikrotubuly,
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Obrázek 7: Schematické znázornění uspořádání cytoskeletu v okolí lumen kanálové buňky
(převzato z Khan a kol., 2019).

které se nacházejí kolem lumen ve spirálách, na povrchu lumen-obalující vrstvy aktinu
a vrstvy intermediálních filament (Khan a kol., 2019). Právě tyto složky pravděpodobně
tvoří „terminal web“.

Tyto tři vrstvy mají rozdílné funkce. Intermediální filamenta zabraňují expanzi kanálu
v obvodu do stran a tedy udržují jeho správný průměr. Mimo to také omezují vázání lu-
menálních váčků a jejich napojování na lumen. Mikrotubuly působí podobně, také udržují
správný průměr lumen, omezováním jeho rozpínání do stran, v případě váčků ale nao-
pak podporují kontakt s lumen. Aktinová vrstva společně s ERM-1 podporuje váčky ke
kontaktu s lumen, aktin navíc působí i při vzniku lumen. Mikrotubuly a intermediální fi-
lamenta pouze následně usměrňují jeho prodlužování a růst. (Khan a kol., 2013; Kolotuev
a kol., 2013).

Protein ERM-1 interaguje s proteinem AQP-8 a povolává jej. Jde o aquaporin, protein
schopný transportu vody skrz membránu, který je lokalizován zejména na lumenálních
váčcích. Zlomek těchto váčků je částečně napojený na lumen. Právě tok vody do lumen,
který AQP-8 zajištuje, je nutný pro růst a rozšiřování lumen kanálu. Mimo spirálovitě
uspořádané mikrotubuly lze také pozorovat jejich krátká vlákna, trčící od lumen k bazální
membráně. Toto uspořádání pravděpodobně slouží k transportu váčků a jiných struktur
molekulárními motory (Khan a kol., 2013).

Výsledný mechanismus růstu či prodlužování lumen je pravděpodobně do velké míry
závislý na proudění vody do lumen a tlaku působícím zevnitř. Během růstu dochází k
napojování váčků na lumen a k jejich splývaní – tím je zvětšována plocha membrány
lumen. Zároveň dochází k proudění vody do lumen pomocí aquaporinů, pravděpodobně
vlivem V-ATPáz, které se vyskytují v membráně lumenálních váčků a které jsou schopné
přečerpávat H+ ionty na druhou stranu membrány. To ve výsledku v lumen vytváří os-
motický tlak působící zevnitř lumen směrem ven. Proti této síle však působí intermediální
filamenta, která zabraňují lumen v expanzi do stran a lumen se tak prodlužuje jedním
směrem (Khan a kol., 2013; Kolotuev a kol., 2013; Khan a kol., 2019).

Je zajímavé, že intermediální filamenta IFA-4, IFB-1 a IFC-2 si nejsou rovnocenná a
IFB-1 je významnější než ostatní. Proteiny IFA+IFB a IFC+IFB spolu pravděpodobně
tvoří dimery, ze kterých se následně skládá síť, která pokrývá povrch kanálu (Khan a kol.,
2019) (viz obr. 8). Autoři Khan a kol., 2019 argumentují tím, že všechna tři intermediální
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Obrázek 8: Schéma uspořádání cytoskeletu ve výběžku kanálové buňky. Převzato z (Khan
a kol., 2019), upraveno.

filamenta se nacházejí ve všech vláknech a že pozice výskytu IFB s IFA a IFB s IFC se
překrývají kdežto IFA s IFC jsou proti sobě na mikroskopickém snímku mírně posunuté
(Khan a kol., 2019).

Výsledky autorů Al-Hashimi a kol., 2018 v této oblasti se liší a tvrdí, že se IFC-2/EXC-
2 váže na IFA-4, lze tak pravděpodobně očekávat vyšší komplexitu systému v porovnání
s představeným modelem či chybu metodiky.

Významnou regulační molekulou růstu lumen, která v jiných organismech reguluje růst
lymfatického systému, je protein PROS-1/Prospero/CEH-26. Tento gen je exprimován v
kanálové buňce a v několika dalších neuronech v oblastech hlavy a ocasu. Protein PROS-1
reguluje nejméně 5 jiných molekul, mezi které patří významné proteiny IFB-1 a AQP-8.
Při poškození funkce PROS-1 mutací dojde u těchto dvou proteinů ke snížení exprese
(Kolotuev a kol., 2013).

Nejedná se ale o jedinou funkci PROS-1. Proteiny PROS-1 společně s CEH-6 aktivují
transkripci mikroRNA miR-232, která potlačuje expresi genu nhr-25/Ftz-F1 (Xu a kol.,
2024). Gen nhr-25/Ftz-F1 je transkripční faktor typický zejména pro buňky hypodermis
či gonád, který v kanálové buňce není výrazně exprimován. K expresi naopak dochází v
"duct"a "G1/G2 pore"buňkách. Pokud je NHR-25 exprimován v kanálové buňce, dochází
ke zkrácení kanálů. V souhrnu tak proteiny PROS-1 a CEH-6 aktivují expresi miR-232,
která inhibuje expresi nhr-25, jehož exprese by inhibovala růst kanálů (Gissendanner a
Sluder, 2000; Zhe Chen a Han, 2004; Xu a kol., 2024).
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4 Závěr

Organizace cytoskeletu umožňuje buňkám mnoho důležitých významných procesů. Vý-
znamnou vlastností je orientace mikrotubulů, která buňkám, jako jsou například neurony,
umožňuje vykonávat jejich funkci. Takovéto správné polarity lze docílit různými mech-
nismy, v aciliátních neuronech pohybem molekulárních motorů UNC-116, které selektivně
vysouvají mikrotubuly se špatnou orientací zpět do těla neuronu, nebo přesunem a vy-
užitím organizačních center mikrotubulů v distální špičce dendritů ciliátních neuronů či
v rostoucím vrcholu kanálové buňky. Další možností je prosté využití centrozómu a jeho
MTOC v případě axonů. Orientace mikrotubulů ale závisí na typu neuronu, a to nejvíce
v dendritech.

Pro udržení správného uspořádání mikrotubulů je v aciliátních dendritech nutné imo-
bilizovat cytoskelet ukotvením k membráně, tuto funkci zajišťuje komplex proteinů UNC-
33/119/44, zároveň také působí jako difuzní bariéra v proximální části axonu. Imobilizace
mikrotubulů v neuritech po ukončení jejich diferenciace je významná pro funkci neuronu,
různé typy neuronů jsou ale na její absenci odlišně citlivé. Pokud v průběhu růstu neu-
ritů dochází k větvení, probíhá to ve dvou časově odlišených fázích. Nejprve, v důsledku
rozpoznání správných extracelulárních signálů receptorem, je aktivován WRC, který ná-
sledně aktivuje Arp2/3 komplex větvící aktin. Větvená aktinová vlákna zapřičiňují vznik
filopodí, rozvětvení dendritu a následného růstu. Růst axonu, podobně jako dendritů pro-
bíhá v růstovém kuželu. Jedná se o vysoce dynamickou strukturu vytvářející filopodia
a skládající se z P-povrchové domény s obsahem převážně větveného aktinu, T-domény
tvořené oblouky aktinových svazků a C-centrální domény tvořené převážně mikrotubuly.

Růst výběžků kanálové buňky probíhá nejprve pouze růstem bazální membrány, struk-
turou připomínající růstový kužel, až následně prorůstá lumen kanálové buňky. To je
obalené několika vrstvami cytoskeletu, zajištující jeho tvar i nasedání váčků obsahujících
V-ATPázy a aquaporin AQP-8. Tím je následně dosaženo proudění vody do lumen vlivem
osmózy, které zevnitř působí tlakem a podporuje orientovaný růst lumen kanálové buňky.

Podobnost v růstu výběžků neuronů a výběžků kanálové buňky lze pozorovat nejen v
základní morfologické podobnosti rostoucí špičky výběžku – růstového kužele, ale také v
molekulárních mechanismech řízení růstu výběžků těchto buněk. Jak neurity neuronů tak
kanály kanálové buňky jsou ve svém růstu prokazatelně řízeny 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 regulující růst lumen kanálové buňky s neuronem nelze srovnávat, protože
neurony tento buněčný kompartment nemají.

Na základě zjištěných mezer v literatuře se nabízí výzkum struktury cytoskeletu v
růstovém kuželu výběžků kanálové buňky za využití pokročilých mikroskopických technik,
které se v recentní době rychle rozvíjejí. Kromě výzkumu jedinců divokého typu , kde
tyto výsledky v zásadě chybí, by byl tento výzkum velmi přínosný v případě mutantních
jedinců, u kterých dochází ke zkrácení kanálů. Tento přístup by mohl poskytnout cenné
informace o morfologických změnách a funkčních aspektech cytoskeletu a prokázal funkční
a strukturní podobnost s růstovým kuželem neuronů.

V současné době jsou nedostatečně objeveny, a v kanálové buňce prokázány, dráhy
řídící růst výběžků této buňky. Podobně nedostatečně prozkoumané jsou procesy organi-
zující strukturu růstového kuželu v axonech C. elegans a to zejména z pohledu morfologie
a mechanismů uspořádání struktur cytoskeletu. Kompletní výzkum tohoto tématu v axo-
nech ale pravděpodobně není nutný, z důvodu dobře popsaných příkladů z jiných modelů.

Limitujícím faktorem je v dnešní době zejména velikost buněk a případně okolní tkáně,
které rozptylují viditelné záření. Nicméně v případě C. elegans je růstová špička kanálové
buňky větší než růstový kužel neuronů, a výše popsané podobnosti v růstu neuronu a ka-
nálové buňky tak nabízejí možnost využít tuto buňku právě k pokročilým mikroskopickým
analýzám. Poznatky by pak mohly být aplikovatelné i na neurony.

Budoucí výzkum těchto témat by měl zahrnovat výzkumné metody, které více repre-
zentují fyziologické podmínky, jako je například využití endogenně tagovaných proteinů
v kombinaci s pokročilými mikroskopickými technikami. Výzkum pomocí mutantních je-
dinců či overexprese genů se v zásadě od fyziologických podmínek vzdalují.

V budoucnu lze očekávat snahu o pochopení či vytvoření kompletního modelu nervo-
vého systému organismu C. elegans, podobně jako Emmons, 2024. Pravděpodobně i v této
oblasti výzkumu lze očekávat výraznější využití kryoelektronové mikroskopie a výzkumu
za použití pokročilých 3D zobrazovacích technik s vysokým rozlišením, lze také očekávat
snahu o pochopení „neurite guidance“ ne na genetické, ale na buněčné úrovni.
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