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Abstrakt 

Sekreční dráha je proces, který slouží k maturaci asi jedné třetiny proteinů vznikajících 

během proteosyntézy. Správné fungování každého membránového proteinu závisí na jeho 

efektivním přenosu do cílové membrány. Důležitou skupinou proteinů, které interagují 

s maturujícími proteiny a zajišťují jejich průchod sekreční dráhou, jsou cargo receptory. 

Pomáhají vznikajícím proteinům se zainkorporovat do COPII váčků, pomocí nichž se 

exportují z endoplasmatického retikula do Golgiho aparátu. Mezi charakterizované cargo 

receptory patří kvasinkový Erv14. Na základě podobnosti s tímto cargo receptorem bylo 

identifikováno několik homologních cargo receptorů také u vyšších eukaryot, včetně člověka. 

Mezi membránové proteiny, které procházejí sekreční dráhou a jejichž biogeneze vyžaduje 

přítomnost cargo receptoru, patří Na+/H+ antiportery. Cílem této bakalářské práce je popsat 

mechanismus biogeneze proteinů v eukaryotních buňkách a shrnout současné poznatky o 

úloze cargo receptoru Erv14 a jeho lidských homologů CNIH1-4 v biogenezi transportérů 

monovalentních kationtů, včetně Na+/H+ antiporterů. 

Klíčová slova: Na+/H+ antiportery, Erv14, CNIH, cargo receptor, sekreční dráha   



 
 

Abstract 

A secretory pathway is a process which serves for maturation of approximately one 

third of nascent polypeptides during proteosynthesis. Correct function of each membrane 

protein depends on their effective transport into its target membrane. An important group of 

proteins interacting with maturating proteins and ensuring their pass through the secretory 

pathway are cargo receptors. Cargo receptors help to insert nascent proteins into COPII 

vesicles via which they are exported from endoplasmic reticulum to Golgi apparatus. Erv14 

belongs to characterized cargo receptors in yeast. Based on similarity with this cargo receptor 

several homologous cargo receptors were also identified in higher eukaryotes, including 

human. Na+/H+ antiporters are among membrane proteins passing the secretory pathway and 

requiring a cargo receptor for their biogenesis. The aim of this work is to summarize 

knowledge of the role of Erv14 cargo receptor and its human homologs CNIH1-4 in 

biogenesis of monovalent cation transporters, including Na+/H+ antiporters. 

Key words: Na+/H+ antiporters, Erv14, CNIH, cargo receptors, secretory pathway  



 
 

Seznam zkratek 

CANX/CRT  kalnexin/kalretikulin 

Cargo receptor receptor pro náklad 

CDs   cytoplasmatické domény 

CNIH   protein cornichon homolog 

COPI   coat proteins I 

COPII   coat proteins II 

Da   dalton 

ER   endoplasmatické retikulum 

ERAD dráha  ER-associated degradation (degradace asociovaná s ER) 

ERES   ER “exit sites“ 

GA   Golgiho aparát 

GAP   GTPase-activating protein (protein aktivující GTPázy) 

GEF   guanin nucleotide exchange factor (faktor měnící nukleotid guanin) 

GFP   zelený fluorescenční protein 

Hsp   heat shock protein (protein tepelného šoku) 

kDa   kilodalton 

MP   membránový protein 

PAT   Protein asociovaný s ER translokonem 

PM   plasmatická membrána 

SNARE  soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

SP   signální peptid 

SPC   signální peptidázový komplex 

SR   receptor pro SRP 

SRP   částice rozpoznávající signální sekvenci  

SS můstky  disulfidické můstky 

TA proteiny  Tail-Anchored proteiny 

TMD   transmembránová doména 

TRAPPI  Transport Protein Particle I 

WT   wild-type 

UPS   Ubiquitin proteasome system (ubiquitinový proteasomový systém) 
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1 Úvod 
K zajištění správného fungování buňky je zapotřebí nejen udržování její homeostáze, 

ale také kontrola správných konformací proteinů a jejich následné dopravení do určitých 

membránových organel (např. vakuoly) či jejich sekrece do extracelulárního prostředí. 

Proteiny, které cílí do dané membrány, se nazývají membránové. Buňky si vyvinuly speciální 

mechanismus, který se nazývá sekreční dráha (C.  Barlowe et al., 2013; Sicari et al., 2019). 

Tomuto procesu podléhají pouze membránové proteiny nebo takové proteiny, které cílí do 

extracelulárního prostoru. V roce 2013 byla Randymu Schekmanovi, Thomasovi Südhofovi a 

Jamesovi Rothmanovi udělena Nobelova cena za fyziologii a medicínu právě za popis tohoto 

procesu (Mellman et al., 2013). Díky objevení principů mechanismu biogeneze proteinů se 

také poukázalo na důležitou roli endoplasmatického retikula (ER) a Golgiho aparátu (GA) 

v posttranslačních modifikacích a ve sbalování nově vznikajících proteinů (Sicari et al., 

2019). 

Transportéry jsou jedním z mnoha typů proteinů, které procházejí sekreční dráhou. Tyto 

membránové proteiny jsou jakýmsi komunikačním prostředkem buňky s okolím, především 

na úrovni toku hmoty, energie a informací. Majoritní význam pro zajištění správné funkce 

transportérů má jejich umístění v cílové membráně, ať už se jedná o plasmatickou membránu 

(PM) či membránu endosomu, vakuoly, ER nebo GA (C.  Barlowe et al., 2013). Velkou 

rodinu transportních proteinů tvoří transportéry kationtů (Na+, K+) a protonů (H+) (Dutta et 

al., 2018). Správná konformace a následné dopravení proteinů transportujících monovalentní 

kationty do cílových membrán jsou důležité pro jejich transportní aktivitu, bez níž by nebylo 

možné udržovat uvnitř buněk optimální pH a koncentrace monovalentních kationtů. Při 

dodržení těchto podmínek je buňka schopná růst, komunikovat a množit se (Zimmermannova 

et al., 2019). 

Nedílnou součástí sekreční dráhy jsou také proteiny, které se nazývají cargo receptory. 

Bylo zjištěno, že tyto proteiny hrají důležitou roli při vedení, nejen, transportních proteinů 

skrze sekreční dráhu (Herzig et al., 2012), ale také se podílejí na jejich správném zasazení do 

PM (Papouskova et al., 2021).  

Tato práce shrnuje obecné znalosti o biogenezi proteinů v ER a jejich transportu do GA 

pomocí specializovaných transportních váčků. Konkrétněji se zabývá biogenezí Na+/H+ 

antiporterů. Dále se věnuje úloze a významu jednoho z cargo receptorů kvasinek, Erv14, a 

funkci a struktuře jeho lidských homologů, cargo receptorů CNIH.  
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2 Sekreční dráha 
Nové polypeptidy vznikají na ribozomech mechanismem zvaným translace. Jedná se o 

překlad transkripce mRNA do primární struktury nově vznikajícího proteinu. Velké množství 

ribozomů se volně pohybuje v cytosolu, některé ale sedí na povrchu tzv. drsného 

endoplasmatického retikula (Alberts, 2019). Zde, na povrchu membrány endoplasmatického 

retikula (ER), začíná další důležitá cesta nascentních polypeptidů. Sekreční dráha je proces, 

při kterém dochází ke správnému složení asi jedné třetiny buněčných proteinů (Aviram et al., 

2017) a k jejich následnému dopravení do jejich cílových míst, ať už se jedná o extracelulární 

prostor nebo lipidové membrány organel. Maturace proteinů, které podléhají sekreční dráze, 

začíná v endoplasmatickém retikulu, první organele tohoto procesu. Zde dochází ke skládání 

proteinů (foldingu) a post-translačním modifikacím. Maturující protein se poté přesouvá do 

Golgiho aparátu (GA), kde dochází k finálním úpravám a dalším post-translačním 

modifikacím (C.  Barlowe et al., 2013; Klausner, 1989). Proteiny, jejž jsou čerstvě 

syntetizovány v ER, a které je za potřebí poslat dál, jsou exportovány pomocí COPII váčků 

(Obr. 1). Transport proteinů z GA do ER a v rámci GA zprostředkovávají COPI váčky (Obr. 

1) (Adolf et al., 2019).  

Cílem této dráhy je, kromě přenosu proteinů do jejich konečných míst, také udržení 

jakési proteinové homeostáze (proteostáze), která spočívá především v kontrole kvality 

proteinů, které tímto procesem procházejí (Anelli et al., 2008).  

Základním modelovým organismem, pomocí něhož probíhají studie nejen co se týče 

sekreční dráhy, ale také například již zmíněných transportních proteinů, jsou kvasinky. 

Nejvyužívanější kvasinkou je bezpochyby Saccharomyces cerevisiae. Jedná se o 

jednobuněčný eukaryotní organismus, jehož genom byl také první mezi eukaryoty kompletně 

osekvenován. Bylo charakterizováno více než 6000 genů uspořádaných v 16 chromozomech 

uložených v jádře (Goffeau et al., 1996). Důvodem, proč jsou kvasinky tak výborným 

modelovým organismem je nejen vysoká podobnost buňkám vyšších eukaryot, ale také jejich 

krátká generační doba a snadná manipulace (Botstein et al., 1997). 
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Obr. 1: Schéma sekreční dráhy včetně mechanismů kontrolujících proteinovou 

homeostázu. (1) Polypeptidové řetězce, které dokončí ribozomální translaci, jsou přemístěny do 

lumen ER (2), kde se nachází několik kontrolních mechanismů (CANX/CRT), které zajistí maturaci a 

správné složení. Maturované řetězce ústí do COPII váčků (3), které zajistí přesun polypeptidů do GA 

(4). Zde se podobně jako v lumen ER nacházejí kontrolní mechanismy, které dokončí maturaci 

peptidů. Ty se poté mohou translokovat do různých cílových míst (5). Retrográdním transportem se 

zpět do ER vrací pomocí COPI váčků nematurované či špatně složené proteiny (6). Tyto proteiny, 

které neprošly kontrolními body v ER a GA, se přesouvají pomocí ERAD dráhy zpět do cytosolu (i). 

Tam jsou dále označeny ubiquitinem v UPS systému (7) a degradovány v proteasomu (8). Proteiny je 

možné degradovat přímo v lumen ER. Procházejí tzv. pre-empty quality control, která kontroluje 

maturující proteiny před opuštěním ER (ii) (převzato ze (Sicari et al., 2019)). 

2.1 Biogeneze proteinů v sekreční dráze 

Translokace polypeptidového řetězce syntetizovaného na ribozomech je první krok, 

kterým začíná biogeneze proteinů podléhajících sekreční dráze. Je řízená hydrofobní signální 

sekvencí, která může být například transmembránová nebo lokalizovaná na N-konci 

polypeptidu. Do sekreční dráhy vstupují dva druhy proteinů. Prvním jsou proteiny rozpustné 

ve vodě, které jsou po transportu skrze membránu ER uvolněny do jeho lumen. Druhým 

typem jsou transmembránové proteiny, které lze dále rozdělit na membránové proteiny 

s jednou transmembránovou doménou a s více transmembránovými doménami. Tyto proteiny 

se následně začleňují přímo do membrány ER, membrány jiné organely nebo do plasmatické 

membrány (Alberts, 2019). Podle toho, o jaký typ proteinu se jedná (solubilní, membránový), 
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jsou polypeptidy naváděny k membráně ER rozlišnými způsoby a dále také translokovány do 

ER lumen odlišnými mechanismy (Obr. 2). 

Obr. 2: Typy translokací proteinů. (A) Dráha závislá na SRP (signal recognition particle) a SR 

(receptor pro SRP). Je zde SRP, která je schopná rozeznat a vázat hydrofobní signální sekvenci 

nascentního proteinu. Po navázání dochází k cílení na SR, který sedí v membráně ER, a na níž dochází 

ke ko-translační translokaci proteinu do lumen ER. (B) Post-translační translokace je, podobně jako 

ko-translační translokace, založena na funkci Sec61 komplexu, který vytváří pór pro inserci sekrečních 

proteinů. Rozdíl spočívá v dopravení nově vznikajících proteinů. To je zprostředkováno pomocí 

Hsp70 ATPázy Ssa1 (viz kapitola 2.1.2), která udržuje proteiny v nesbaleném stavu. Protein Kar2, 

připojený na polypeptid, translokující se skrze Sec61 komplex, pak dále kontroluje správné sbalení 

polypeptidu a jeho posun do nitra ER. (C) Třetí typ translokace je zcela nezávislý na Sec61 a Sec63 

komplexech a SRP částici. Touto drahou procházejí proteiny, které jsou v membráně ukotvené svým 

C-koncem. Translokace tohoto typu nascentních polypeptidů je závislá na komplexu Get1/Get2. 

Proteiny jsou naváděny k tomuto komplexu pomocí proteinu Get3 a komplexu Sgt1/Get4/Get5 

(převzato z (C.  Barlowe et al., 2013)). 

 

Ko-translační translokace (Obr. 2A) začíná právě po translaci signální sekvence pomocí 

ribozomu. Dochází k rozeznání signálního úseku komplexem SRP (signal recognition 

particle), který po vazbě na toto místo cílí na SRP receptor (SR) nacházející se v membráně 

ER (Ogg et al., 1998). Jedná-li se o post-translační translokaci (Obr. 2B), přispívají k dopravě 

proteinu na membránu ER pomocné proteiny (chaperony), které se podílejí na udržení 

proteinu ve volné, translokační formě, dokud není přítomen na membráně, odkud je pak 

translokován skrze lipidovou dvojvrstvu do lumen ER nebo do jeho membrány (Chirico et al., 

1988). Dalším typem translokace je poté tzv. GET řízená translokace (Obr. 2C), pomocí níž 
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dochází k inzerci proteinů ukotvených C-koncem do membrány ER (Yabal et al., 2003). 

Existuje také translokace závislá na EMC komplexu, který zajišťuje inzerci 

transmembránových domén u membránových proteinů do lipidové dvojvrstvy ER (Guna et 

al., 2018). Řada proteinů může být rozpoznávána faktory z více než jedné translokační dráhy. 

Naopak pro mnoho proteinů není zatím známo, kterou translokační cestou vstupují do ER 

(Aviram et al., 2017). 

Právě kvasinky pomohly charakterizovat tři základní komponenty, které se účastní 

translokací proteinů. Jedná se o geny SEC61, SEC62 a SEC63, které kódují integrální 

membránové proteiny Sec61, Sec62 a Sec63. Jejich role byla objasněna pomocí selekce 

mutantů, kteří nesli částečné defekty v translokaci fúzního proteinu kódovaného genem HIS4, 

ke kterému byla připojena signální sekvence. U nalezených mutantů s defekty v sekreci 

fúzního proteinu v kmeni s histidinovou auxotrofií došlo k obnovení histidinové prototrofie, 

což umožnilo identifikovat odpovídající mutace v genech SEC61-63 (Deshaies et al., 1987). 

Protein Sec61, který se skládá z 10 transmembránových domén, je velký 53 kDa. Jeho funkce 

byla identifikována také na základě podobnosti sekvence s bakteriálním translokačním 

proteinem SecY. Ten je součástí bakteriální sekreční dráhy typu II (Görlich et al., 1992). 

2.1.1 Ko-translační translokace 

Komplex Sec61 je součástí procesu tzv. ko-translační translokace a stejně jako u post-

translační translokace (viz kapitola 2.1.2) zastává funkci translokonu, skrze který se sekreční 

proteiny dostávají do lumen ER nebo jsou skrze něj inzerovány do jeho membrány. Ko-

translační translokace využívá jiný mechanismus navádění proteinů k membráně ER 

zobrazený schematicky na obr. 3. N-terminální hydrofobní signální sekvence nebo TMD 

nascentních proteinů jsou rozpoznány pomocí signal recognition particles neboli SRP (Obr. 

3-I) (Krieg et al., 1986). Systém skládající se ze signální sekvence/TMD proteinu, SRP a 

receptoru pro SRP (SR) je znám ve všech třech doménách života (Archea, Bakterie, 

Eukaryota) (Bult et al., 1996). 
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Obr. 3: Jednoduché schéma koloběhu SRP ve 4 základních krocích. (I.) Signální peptid 

(SP) je navázaný na ribozomu. Jako první je translatována signální sekvence. Dochází k jejímu 

rozpoznání pomocí SRP. (II.) Vytvoří se komplex ribozom-nascentní polypeptid-SRP. Tento komplex 

je připraven se navázat za spotřeby GTP na SR. Je nutné, aby GTP bylo přítomno jak na SRP, tak na 

SR. (III.) Signální peptid se po vazbě SRP na SR translokuje skrze translokační kanál (Sec61 – značen 

zeleně). (IV.) Hydrolýza GTP na obou složkách (SRP a SR) zajistí disociaci receptoru a rozpoznávací 

partikule a ribozom je uvolněn zpět do cytoplasmy (převzato z (Luirink et al., 2004)). 

Interakce mezi SRP a jejím receptorem (Obr. 3-II.), který se nachází v membráně ER, 

je důležitým krokem při navádění komplexu ribozom-nascentní peptid k ER (Gilmore, Blobel, 

et al., 1982; Gilmore, Walter, et al., 1982). Mechanismus této translokace závislé na SRP je 

konzervovaný. Co se týče eukaryotních organismů, jsou SRP i SR složeny z několika 

podjednotek, jedná se tedy o multimerní proteiny. Pro snadnější analýzu jednotlivých 

podjednotek byly jako modelové organismy využity kvasinky (Ogg et al., 1998). SRP částice 

je ribonukleoprotein skládající se ze 6 podjednotek (Lutcke, 1995). Lze ji také disociovat na 

dvě velké domény, které se nazývají Alu doména a S doména (Gundelfinger et al., 1983). 

Obsahuje tzv. 7S RNA, která interaguje s jednou ze 6 podjednotek, se SRP54. Společně 

utvářejí komplex, který je v signální partikuli odpovědný za interakci s receptorem. Receptor 

je závislý na GTP a je zodpovědný za vazbu nově vznikajícího polypeptidu (Krieg et al., 

1986). 

Receptor pro SRP je heterodimerní protein, který se skládá ze dvou podjednotek, jejž se 

nazývají SRα a SRβ (Tajima et al., 1986). Obě podjednotky tvoří membránové proteiny, které 

navzájem spolupracují a nesou GTPázovou aktivitu, díky které dochází k interakci i disociaci 
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komplexu ribozom-nascentní peptid-SRP s membránou ER (Obr. 3-III., 3-IV.) (Römisch et 

al., 1989).  

Velice zajímavým faktem je, že u kvasinek (konkrétně S. cerevisiae) není dráha závislá 

na SRP esenciální. Může dojít k deleci některých podjednotek SRP, a i přesto jsou buňky stále 

životaschopné, dochází u nich pouze k pomalejšímu růstu (C.  Barlowe et al., 2013). To značí, 

že kvasinky jsou do jisté míry schopné tolerovat úplnou ztrátu SRP nebo její většinu. Dráha 

SRP tedy není pro fungování buňky nezbytná a sekreční proteiny mohou v případě defektů 

v dráze SRP volit post-translační transport (Hann et al., 1992; Stirling et al., 1992).  

U transmembránových proteinů dochází, na rozdíl od solubilních proteinů, k inzerci 

TMD do membrány ER, ve které následně dochází k jejich další maturaci. TMD se skládá 

z hydrofobních aminokyselin a při procesu jejího zanoření do membrány je uvolňována 

energie (White et al., 1999; Wimley et al., 1996). Jak již bylo řečeno, membránové proteiny 

se rozlišují na dvě skupiny podle počtu TMD, což znázorňuje obr. 4. 

 

Obr. 4: Rozdělení membránových proteinů v závislosti na počtu jejich TMD. Na obrázku 

jsou znázorněné dvě skupiny membránových proteinů. První jsou tzv. ’’single-pass’’ membránové 

proteiny s jednou TMD. Tato skupina se dá dále rozčlenit na několik typů polypeptidů dle jejich 

orientace v membráně. Druhou skupinou jsou ’’multi-pass’’ membránové proteiny složené z více 

TMD procházejících membránou. Podobně jako ’’single-pass’’ MP se také člení na několik 

podskupin. V červených rámečcích jsou uvedeny příklady skupin lidských membránových proteinů 

(převzato z (Hegde et al., 2022). 

První skupinou jsou proteiny mající pouze jednu TMD, která prochází membránou ER 

(Obr. 4). V rámci této skupiny je pak dále možné proteiny rozdělit dle jejich orientace 
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v lipidové dvojvrstvě. Hydrofobní TMD může být do membrány zanořena několika způsoby. 

Jeden způsob se týká skupiny membránových proteinů, které dostaly souhrnné označení 

membránové proteiny I. typu (MP I. typu). Dochází nejprve k protažení signálního peptidu 

skrze pór Sec61 před tím, než je TMD odhalena z ribozomu. Poté je TMD přesunuta do póru 

Sec61 translokonu (Hessa et al., 2005). Tyto proteiny jsou po odštěpení signální sekvence 

orientovány svým N-koncem do lumen ER a někdy jsou označovány jako Nexo.  

Druhá skupina membránových proteinů s jednou TMD nese označení membránové 

proteiny II. typu. U těchto membránových proteinů naopak dochází nejprve k inzerci TMD 

skrze Sec61. Jsou proto také nazývané Ncyt, jelikož jejich N-konec směřuje do cytosolu 

(Spiess et al., 1986). Existují také membránové proteiny III. typu. Jsou typické tím, že 

obsahují krátký N-konec skládájící se z méně než 50 aminokyselin. Jejich orientace 

v membráně je ale stejná, jako MP I. typu, N-konec směřuje do lumen ER (shrnuto v (Hegde 

et al., 2022)). Dále pak do proteinů s jednou TMD patří také proteiny ukotvené v membráně 

svým C-koncem (’’tail-anchored’’ proteiny) (viz kapitoly 2.1.3 a 2.1.4) (Yabal et al., 2003). 

Membránové proteiny, u nichž se nachází v membráně více TMD, se dají také rozdělit 

na několik podskupin (Obr. 4). Podskupiny těchto ’’multi-pass’’ membránových proteinů 

můžeme nazvat podobně jako ’’single-pass’’ MP. Na základě orientace N- a C- konců se 

rozdělují na tři typy: typ I, II a III (Obr. 4). Jediný rozdíl je pochopitelně v počtu TMD 

procházejících membránou. K translokaci těchto ’’multi-pass’’ membránových proteinů do 

lipidové dvojvrstvy ER dochází obdobně pomocí translokonu Sec61 (McGilvray et al., 2020). 

Do této velké skupiny membránových proteinů patří také Na+/H+ antiportery (Landau et al., 

2007). 

2.1.2 Post-translační translokace 

Jak již bylo řečeno, v post-translační translokaci se uplatňují v dopravě nově 

vznikajících proteinů na membránu ER chaperony. Jedním z hlavních chaperonů, který plní 

svou funkci nejen v sekreční dráze, ale také v udržování proteostáze, je tzv. heat shock protein 

70 (Hsp70) neboli protein tepelného šoku 70. Má klíčovou roli ve správném složení proteinů, 

dále v kontrole a inhibici agregace špatně sbalených proteinů a v jejich následné degradaci 

(Chiang et al., 1989). Do této skupiny proteinů také patří například Hsp90 nebo Hsp40. 

Protein Hsp40 působí jako tzv. ko-chaperon a vazbou na Hsp70 napomáhá regulovat aktivitu 

Hsp90 (Kampinga et al., 2019). Protein Hsp70 má ATPázovou aktivitu a v kvasinkách je 

kódován geny SSA1-SSA4. Úloha cytosolické ATPázy Hsp70 byla odhalena díky 

kvasinkovému kmenu ssaΔ, který měl deletované geny SSA1-4. V tomto kmeni nastala 
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akumulace nesbalených sekrečních proteinů, čímž se prokázala klíčová role proteinu Hsp70 

(Deshaies et al., 1988).  

Již zmíněný ko-chaperon Hsp40, kromě regulace aktivity Hsp90, stimuluje ATPázovou 

aktivitu právě proteinu Hsp70. V kvasinkách je Hsp40 kódovaný genem YDJ1 a ve spolupráci 

s již zmíněnou ATPázu Hsp70 se účastní translokace proteinů do ER (Caplan et al., 1992). 

Ydj1 obsahuje hydrofobní kapsu, která tvoří ideální místo pro vazbu nesbalených proteinů. 

Do této hydrofobní kapsy velmi dobře zapadají leucinové zbytky proteinů, které poté 

prezentuje proteinům Hsp70 (Li et al., 2003). Proteiny Hsp70 a Hsp40 hrají bezpochyby 

klíčovou roli při přepravě proteinů k membráně ER v post-translační translokaci. Hlavním 

proteinem, který zajišťuje inzerci proteinů skrze membránu ER je protein Sec61, který je dále 

asociovaný s komplexem Sec63. Ten se skládá ze 4 podjednotek Sec62, Sec63, Sec71 a Sec72 

(Deshaies et al., 1991). Savčí SEC61 obsahuje tři podjednotky α, β a γ, kde podjednotky α a γ 

tvoří esenciální složku komplexu SEC61 (Van den Berg et al., 2004). Pomocí proteolipozomů 

sloužících pro analýzu membránových proteinů, bylo charakterizováno 7 polypeptidů, jejichž 

vzájemná interakce stačí pro zprostředkování post-translační translokace (Lajoie et al., 2012; 

Panzner et al., 1995).  

2.1.3 GET-řízená translokace 

GET dráha (Guide Entry of Tail-anchored proteins) je SRP a Sec61 nezávislý proces, 

který se týká proteinů, jejž jsou svým C-koncem ukotveny v membráně (Obr. 2C) (Yabal et 

al., 2003). Kvůli tomuto typu ukotvení dostaly název tail-anchored proteiny (”ocasem 

ukotvené‘‘ proteiny; TA) (Obr. 4). Tato dráha je nejlépe prostudovaná a charakterizovaná, co 

se týče proteinů a mechanismů, které v ní probíhají, na kvasinkách (Mateja et al., 2018). 

Homologie této dráhy v savčích buňkách se nazývá TRC dráha (Transmembrane Recognition 

Complex) (Akahane et al., 2013). 

Proteiny, které jsou translokované GET dráhou do lumen ER, mají důležitou esenciální 

roli v mnoha buněčných procesech. Patří mezi ně například SNARE proteiny (uplatňují se ve 

fúzi váčků) (viz kapitola 2.4.2), proteiny navozující apoptózu (členové Bcl-2 rodiny) (Funk et 

al., 2020), anebo již zmíněné translokony (Sec61βγ) (Kalbfleisch et al., 2007).  

V tomto třetím typu inserce sekrečních proteinů bylo u kvasinek charakterizováno šest 

proteinů, Get1-5 a protein Stg2 (Jonikas et al., 2009; Schuldiner et al., 2005). Nejdůležitějším 

proteinem je protein Get3, který je hlavní transportní složkou pro nově vzniklý polypeptid. 

Jeho savčím homologem je ATPáza TRC40. Get3/TRC40 umožňují vazbu proteinu a jeho 

následné uvolnění pomocí konformačních změn (Bozkurt et al., 2009; Mateja et al., 2009). Na 
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tento páteřní protein Get3 je nový polypeptid naložen pomocí subkomplexu Sgt2/Get4/Get5. 

Komplex nového proteinu a Get3 pak interaguje za přítomnosti ATP s tzv. cytoplasmatickými 

doménami (CDs) membránového komplexu Get1/Get2 (u savců komplex WRB/CAML) 

(Obr. 2C), který sedí v membráně ER (Yamamoto et al., 2012). Nejprve dochází k asociaci 

CD (úsek cca 100 aminokyselin) proteinu Get2 s komplexem Get3/TA a k jeho vychycení 

z cytoplasmy. Dále přichází do hry CD proteinu Get1. Vazba této CD způsobí hydrolýzu 

ATP, dojde tím k narušení vazebného místa a umožní se uvolnění TA z Get3 (Wereszczynski 

et al., 2012). Prozatím je kvůli neobjasněné struktuře komplexu Get1/Get2 (WRB/CAML) 

neznámý mechanismus, jak Get1/Get2 funguje jakožto membránová inzertáza. Tento 

komplex je ale minimální potřebnou složkou, která zprostředkovává inserci TA proteinu do 

membrány ER (Vilardi et al., 2014; Zalisko et al., 2017).  

2.1.4 Translokace pomocí EMC komplexu 

V post-translační translokaci zajišťuje inzerci řady MP také tzv. ER membránový 

komplex (EMC), který je konzervovaný od kvasinek až po člověka. Je to obrovský komplex 

tvořený z 8-9 podjednotek (v závislosti na organismu) (Chitwood et al., 2019). Přes EMC a ve 

spolupráci s translokonem Sec61 jsou do membrány vloženy také některé TA proteiny 

(Chitwood et al., 2020), které nevyužívají GET dráhu (kapitola 2.1.3) kvůli své nízké 

hydrofobicitě (Guna et al., 2018). Někdy jsou tyto TA proteiny souhrnně označovány jako 

membránové proteiny IV. typu (Obr. 4). TMD nesoucí informaci ohledně integrace do cílové 

membrány je odhalena už v cytoplasmě a pomocí post-translačních rozpoznávacích 

mechanismů je poté protein cílen k membráně ER (shrnuto v (Borgese et al., 2019)). Pomocí 

EMC mohou být do membrány ER také vkládány proteiny s více TMD, které mají hydrofilní 

N-konec kratší než 50 aminokyselin (“multi-pass“ membránové proteiny III. typu) (Obr. 4).  

 

2.2 Maturace proteinů sekreční dráhy 

K maturaci proteinů sekreční dráhy dochází před tím, než jsou transportovány pomocí 

COPII váčků skrze ER do GA. Jedná se o sled několika dějů, které na sebe navazují a 

navzájem se doplňují. V následujících kapitolách se podíváme na tři nejdůležitější. 

2.2.1 Štěpení signální sekvence 

N-terminální signální sekvence nově vznikajících sekrečních proteinů slouží jako 

rozpoznávací znamení, díky kterému jsou tyto proteiny cíleny do membrány ER (Krieg et al., 

1986). Tuto signální sekvenci nesou bezpochyby všechny rozpustné proteiny podléhající 
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sekreční dráze. Ne u všech membránových proteinů musí být tato hydrofobní rozpoznávací 

sekvence součástí řetězce. Mezi typické membránové proteiny obsahující signální sekvenci 

patří například integriny nebo většina ionotropních receptorů (Obr.4). Během translokace 

dochází k odstraňování této signální sekvence pomocí tzv. signálního peptidázového 

komplexu (SPC). Ten štěpí endoproteolyticky (uvnitř) nascentní peptid ve specifickém místě, 

když dochází k jeho soukání skrze Sec61 translokon (C.  Barlowe et al., 2013). SPC je složitý 

komplex skládající se z několika subjednotek. Je tvořen 4 na sebe navazujícími polypeptidy, 

které jsou kódovány (v případě kvasinek) geny SPC1-3 a SEC11 (YaDeau et al., 1991). 

Důležité pro štěpení signální sekvence jsou subjednotky Spc3 a Sec11. Sec11 nese hlavní 

proteolytickou aktivitu a společně se Spc3 sedí v membráně ER. Tyto dva polypeptidy se 

nacházejí v blízkosti translokonu Sec61 (Bohni et al., 1988; Meyer et al., 1997). Za přímý 

kontakt SPC s translokonem Sec61, konkrétně s jeho subjednotkou Sbh1, ale zodpovídá 

podjednotka SPC Spc2 (Antonin et al., 2000). 

2.2.2 Glykosylace proteinů 

Po odštěpení signální sekvence podléhají proteiny sekreční dráhy procesu glykosylace. 

Jedná se tedy o další krok v maturaci proteinů sekreční dráhy a dělí se na N-vázanou 

glykosylaci nebo O-vázanou glykosylaci. Dochází k přidávání základních oligosacharidů 

(glukóza, manóza, galaktóza, …) na translokovaný protein, který má již odštěpenou signální 

sekvenci. K vazbě těchto oligosacharidů dochází ve specifických konsenzuálních motivech 

Asn-X-Ser/Thr prostřednictvím enzymu oligosacharyltransferázy (OST). OST je hetero-

oligomerní komplex skládající se z 8 integrálních proteinů (Ost1, Ost2, Ost3/Ost6, Ost4, 

Ost5, Stt3, Wbp1 a Swp1 u kvasinek; riboforin I, DAD1, N33/IAP, OST4, STT3A/STT3B, 

Ost48, a riboforin II u savčích buněk) (Karaoglu et al., 1997). Některé z proteinů 

procházejících sekreční dráhou podléhají také O-vázané glykosylaci. Při O-glykosylaci 

dochází k připojování mannózových zbytků na sekvence obsahující aminokyseliny Ser/Thr. 

Sacharidové zbytky jsou kovalentně připojovány pomocí speciálního enzymu dolichol-fosfát 

mannosyltransferázy (v S. cerevisiae Pmt1-7), který slouží jako donor těchto zbytků (Orlean, 

1990). 

Endoplasmatické retikulum však není jedinou organelou, kde dochází ke glykosylaci 

proteinů. Hlavním místem glykosylace je bezpochyby Golgiho aparát (Welch et al., 2019). 

Existuje dokonce i pár typů O-glykosylace, které začínají například v buněčném jádře (Cejas 

et al., 2019). 
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2.2.3 Disulfidické můstky 

Tvorba disulfidických můstků (SS můstky) mezi SH skupinami cysteinových zbytků u 

nově vznikajících proteinů je jedním z důležitých kroků, které zajišťují proteinovou stabilitu, 

tvar a funkci (Creighton, 1986). Za jejich tvorbu jsou odpovědné enzymy, které se nazývají 

disulfidové izomerázy. Tyto enzymy v sobě nesou doménu, která katalyzuje tvorbu, redukci a 

izomerizaci disulfidických vazeb, čímž velmi usnadní skládání proteinů v lumen ER (L. 

Wang et al., 2021). Esenciálním proteinem v kvasinkách, který uskutečňuje tvorbu 

disulfidických vazeb v sekrečních i membránových proteinech, je protein Pdi1 (protein 

disulfide isomerase I) (Laboissiere et al., 1995). Pdi1 spolupracuje s proteinem Ero1 

(endoplasmic reticulum oxidoreductin I), předává si s ním a s nově vznikajícím polypeptidem 

elektrony a tvoří tak hlavní dráhu pro vznik nových SS můstků (Tu et al., 2002). 

2.3 Skládání proteinů 

Skládání proteinů (tzv. folding) je dalším důležitým krokem v jejich biogenezi. Je nutné 

opět připomenout, že folding nově vznikajících polypeptidů se liší pro rozpustné a 

membránové proteiny.  

2.3.1 Skládání solubilních proteinů 

Ke skládání nově vznikajících proteinů dochází v lumen ER. Folding polypeptidů, které 

jsou rozpustné, má na svědomí především systém Hsp70 ATPáz (viz kapitola 2.1.2). Tyto 

ATPázy volně hydrolyzují ATP při vazbě na hydrofobní úseky nesbalených proteinů a 

usnadňují tím tak jejich skládání. Hsp70 váže hydrofobní oblasti nesbaleného proteinu do té 

doby, dokud se neuvolní ADP (Bukau et al., 1998). Dalším významným proteinem 

podílejícím se na proteinovém foldingu je člen rodiny Hsp70, který byl již zmíněný 

v souvislosti s post-translační translokací (Obr. 2B). Jedná se o protein Kar2 (Kohno et al., 

1993). Jeho jedinou funkcí ale není jen pomoc při hledání správné konformace proteinu, ale 

hraje také roli v ER-asociovaných degradačních drahách (ERAD dráhy). V tomto 

degradačním procesu se likvidují špatně sbalené proteiny, které by jinak narušovali 

homeostázi uvnitř buňky (Nishikawa et al., 2001).  

2.3.2 Skládání membránových proteinů 

Skládání membránových proteinů je oproti solubilním poněkud složitější. Membránové 

proteiny se dále také dělí podle toho, kolik jejich TMD prochází membránou ER či jiné 

organely. Jsou to tedy proteiny zakotvené v lipidické dvojvrstvě jednou TMD nebo více než 

jednou TMD (Obr. 4). Proteiny mající v membráně pouze jednu TMD jsou obecně více 

hydrofobní než proteiny, u kterých membránou prochází více TMD (Hessa et al., 2007). Mezi 
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transmembránové proteiny, které obsahují více TMD v membráně, patří řada transportérů, jež 

obsahují uvnitř TMD i katalytická místa složená z polárních nebo nabitých aminokyselin.  

V souvislosti s foldingem MP byl nedávno v lidksých buňkách objeven chaperonový 

komplex, jehož prvotní název zněl ’’PAT10’’ (Protein Associated with ER Translokon of 10 

kDa) kvůli jeho interakci se Sec61 translokonem. Později bylo zjištěno, že se tento chaperon 

skládá ze dvou jednotek, které úzce spolupracují, proteinů Asterix a CCDC47 (Obr. 5) 

(Chitwood et al., 2020). 

Z experimentů prováděných ohledně zjištění funkce PAT komplexu je patrné, že TMD 

proteinů, které podléhají foldingu, nesou velké množství hydrofilních aminokyselin. Tyto 

aminokyseliny jsou pravděpodobně nezbytné pro připojení PAT komplexu k substrátu (Obr. 

5) (Chitwood et al., 2020). Tento fakt je vlastně analogií pro chaperony, které se nenacházejí 

v membránách, ale pohybují se volně v cytosolu. Tyto chaperony (např. Hsp70) preferují 

naopak hydrofobní rezidua, která jsou substráty vystavena do vodného prostředí (Doring et 

al., 2017). PAT, jakožto intramembránový chaperon, má v organismu důležitou roli. Jakmile 

dojde k poruše či ke ztrátě jedné z jednotek (CCDC47 nebo Asterix), buňka je vystavena 

stresu, který je způsoben hromaděním špatně sbalených MP (Morimoto et al., 2018).  

Obr. 5: PAT komplex a biogeneze membránového proteinu. Schéma znázorňuje translokaci 

MP pomocí SRP dráhy. Po navázání komplexu ribozom-nascentní peptid-SRP na SR, dochází 

k translokaci peptidu skrze translokon Sec61 ve spolupráci s EMC insertázou (viz kapitola 2.1.4). Část 

PAT komplexu, CCDC47, stabilizuje komplex, zatímco Asterix kontroluje skládání proteinových 

TMD a kryje hydrofilní zbytky v ER membráně. PAT komplex zůstává připojený k peptidu a 

kontroluje jeho sbalení i po odvázání ribozomu (převzato z (Pathinayake et al., 2020)).  

2.4 Transport pomocí COPII váčků 

Vezikulární transport je dalším velmi důležitým krokem celého procesu sekreční dráhy. 

Tento transport zajišťuje putování proteinu z ER přes GA do cílové destinace, kterou je např. 
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plasmatická membrána. Tato doprava ER-to-Golgi je umožněna díky speciálním váčkům, 

tvořených lipidovou dvojvrstvou a proteiny, které dostaly název COPII (coat proteins II) 

(Alberts, 2019). COPII váčky poprvé charakterizoval roku 1994 tým Randyho Schekmana na 

modelové kvasince S. cerevisiae pomocí genetických a biochemických metod (C. Barlowe, 

2020). 

2.4.1 Kompozice COPII váčků 

Struktura a složení transportních váčků je v kvasinkách esenciální a také je 

konzervovaná u všech eukaryotních organismů (Kaiser et al., 1990). COPII váček je, co se 

týče proteinů, složitý komplex skládající se z několika komponent (Obr. 6). Jeho hlavní 

součástí je malá cytosolická GTPáza Sar1 a dále pak dva heterodimerické komplexy 

Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31 (Russell et al., 2010). Pučení COPII váčku je aktivováno 

výměnou GTP místo GDP na Sar1 pomocí ER membránového proteinu Sec12 (guanin 

nucleotide exchange factor, GEF) (Obr. 6) (Yoshihisa et al., 1993). 

 

Obr. 6: Kompozice COPII váčku. Sar1-GDP (D) je přeměněno na Sar1-GTP (T) pomocí 

proteinu Sec12. Sar1-GTP postupně navazuje komplexy Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31 k výstupním 

místům ER. Dochází k polymerizaci komplexu Sec13/31, čímž se usnadňuje odškrcení COPII váčku 

(převzato z (Lu et al., 2020)). 

Sar1 s GTP (Obr. 6-T) je pevně ukotvený v membráně a zprostředkovává vazbu 

komplexů Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31 (C. Barlowe et al., 1993). Komplex Sec13/Sec31 je 

poté schopen ohnout membránu a polymerovat jednotky pláště do tvaru váčku. Protein Sec23 

je tzv. protein aktivující GTPázu (GTPase-activating protein, GAP) pro protein Sar1, s nímž 
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interaguje skrze své argininové zbytky (Yoshihisa et al., 1993). Druhý člen komplexu 

Sec23/Sec24, Sec24, se naopak stará o vázání nákladu (transportovaného proteinu) 

(Mossessova et al., 2003). Tímto způsobem vzniká jakýsi systém proteinů Sar1/Sec23/Sec24, 

který formuje prvotně pučící váček. Na Sar1/Sec23/Sec24 se dále napojí komplex proteinů 

Sec13/Sec31 (Townley et al., 2008). Obal váčku by se tedy dal rozdělit na dvě jakési vrstvy. 

’’Vnitřní’’ vrstva skládající se ze systému Sar1/Sec23/Sec24, která váže náklad a je v těsném 

kontaktu s hlavními lipidy membrány ER. A dále pak “vnější’’ vrstva tvořená komplexem 

Sec13/Sec31 (Antonny et al., 2001). 

2.4.2 Cesta COPII váčků ke Golgiho aparátu 

Naprosto fenomenální vlastností COPII váčků je také jejich schopnost vázat nepřeberné 

množství různých druhů nákladů. Tento jev je zprostředkován pomocí již zmíněné 

podjednotky komplexu Sec23/Sec24, Sec24. Tento protein je zodpovědný za vazbu nákladu a 

nachází se v buňkách v několika isoformách (McCaughey et al., 2018). Jen v lidských 

buňkách jsou známy 4 isoformy (Wendeler et al., 2007). Díky tomu Sec24 interaguje s 

několika různými cargo receptory pro několik různých nákladů (Pagant et al., 2015). Třídění 

nákladu závisí tedy na tom, jaký typ cargo receptoru se nachází na proteinu Sec24 (Miller et 

al., 2002). U membránových proteinů jsou rozpoznávány především jejich TMD. O složitosti 

rozpoznání TMD cargo receptorem svědčí nedávné studie o biogenezi antiporteru Nha1 

kvasinky S. cerevisiae. Bylo zjištěno, že pro jeho rozpoznání cargo receptorem Erv14 jsou 

důležité nejen jeho TMD (Herzig et al., 2012; Rosas-Santiago et al., 2016), ale také jeho 

cytosolická část (viz kapitola 4.1.2) (Papouskova et al., 2021).  

Samotná tvorba váčku není náhodná, co se týče jeho pučení z membrány ER. 

Membrána ER obsahuje specifická místa, ve kterých dochází k formaci váčků. Tato místa se 

nazývají ER “exit sites’’ (ERES) (Obr. 6). ERES jsou označeny speciálním proteinem, který 

se nazývá Sec16 a v jeho blízkosti vždy začíná pučení COPII váčků (Hughes et al., 2009). 

GEF Sec12 se váže na Sec16 ohraničující ERES a zprostředkovává již výše zmíněnou 

výměnu GTP místo GDP na proteinu Sar1. Tímto mechanismem se tak zvyšuje koncentrace 

proteinu Sar1-GTP v okolí ERES a dochází k vazbě komplexů Sec23/Sec24 a Sec13/Sec31 

(Montegna et al., 2012). K finálnímu uvolnění váčku dochází pomocí hydrolýzy GTP na 

proteinu Sar1 a následnému odškrcení COPII váčku od membrány ER (Sato et al., 2005). 
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Uvolněné váčky musí absolvovat cestu k cisternám GA. Jakmile se odpoutají od 

membrány ER, jsou vyvázány speciálními proteiny, které je cílí k membránám GA cisteren a 

kde následně dochází k jejich fúzi s lipidovou dvojvrstvou (Obr. 7) (C. Barlowe, 1997). 

V rámci tohoto cílení byla u kvasinek popsána GTPáza Ypt1 patřící do rodiny Rab (v savčích 

buňkách označována jako Rab1) (Jones et al., 2000). Tato GTPáza je aktivována pomocí GEF 

komplexu TRAPPI (Transport Protein Particle I), který je přímo navázán na protein Sec23 

(Lord et al., 2011).  Dojde tedy výměně k GDP za GTP a k aktivaci proteinu Ypt1. V tomto 

okamžiku GTPáza Ypt1 interaguje se specifickým proteinem Uso1 ukotveným v membráně 

GA. Ten je významný především díky své struktuře obsahující coiled-coil doménu, která z něj 

vytváří jakési dlouhé vyvazovací lano (Seog et al., 1994).  

 

Obr. 7: Navázání, cílení a fúze COPII váčků s membránou GA. Protein Sec23 váže TRAPPI 

komplex na povrch COPII váčků. Dochází k aktivaci Ypt1, a tím i k jeho zpřístupnění pro efektor 

Uso1. Díky Uso1 jsou váčky COPII přitahovány k GA. Jakmile dojde k interakci váčku s membránou, 

TRAPPI komplex je fosforylován pomocí Hrr25 a dochází k jeho odpoutání od váčku. Pomocí Hrr25 

se také fosforyluje komplex Sec23/Sec24 a začíná se uvolňovat plášť. V souvislosti s uvolňováním 

pláště nastává fúze váčku s membránou pomocí proteinů SNARE (převzato z (Lord et al., 2013)). 

 

Po navázání celé mašinérie na protein Uso1 dochází na membráně GA k aktivaci 

serin/threoninové kinázy Hrr25 (což je kvasinkový homolog savčí kinázy CK1δ). Dojde 

k oddělení TRAPPI komplexu a dále se pomocí Hrr25 fosforyluje komplex Sec23/Sec24 

(konkrétně protein Sec23) a začíná se pomalu uvolňovat plášť (Lord et al., 2011). Nastává 

fúze COPII váčku s membránou GA.  Zde hrají úlohu proteiny z rodiny SNARE (Obr. 7). 
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Jedná se o vysoce konzervované proteiny, které obsahují stejnojmenný motiv skládající se z 

desítek opakujících se aminokyselin. Tento motiv se běžně objevuje v C-konci ukotveném 

v membráně (Fasshauer et al., 1998). Těmito C-konci ukotvenými v membráně GA utvářejí 

vždy vedle sebe čtyři sedící helixy, jejž se také, podobně jako Uso1, formují do coiled-coil 

domén (Sutton et al., 1998). Co se týče SNARE proteinů, mohou plnit nejrůznější funkce 

v buňce, kde hraje roli nějaká membránová fúze. V případě COPII váčků a jejich fúze 

s membránou GA, byly identifikovány v kvasince S. cerevisiae 4 SNARE proteiny. Jedná se o 

proteiny Sed5, Bos1, Bet1 a Sec22 (Cao et al., 2000). Po ukončení fúze membrán díky 

SNARE proteinům dochází k oddělení komplexu Sed5-Bos1-Bet1-Sec22 pomocí dvou 

proteinů Sec17 a Sec18 (Bonifacino et al., 2004). Sec17 slouží k povolání proteinu Sec18. 

Sec18 je APTáza využívající energii uvolněnou z ATP hydrolýzy k rozložení Sed5-Bos1-

Bet1-Sec22 komplexu (Bonifacino et al., 2004).  

Nyní se cargo (náklad) nachází uvnitř GA, kde se rozhodne o jeho dalším osudu. 

V případě membránových proteinů a proteinů určených do extracelulárního prostředí dochází 

k dalšímu cílení do jejich závěrečných destinací. Retrográdím transportem jsou pomocí COPI 

váčků transportovány proteiny, které jsou určené do ER. Posledním typem proteinů jsou ty, 

jejichž funkce se uplatňuje v GA (C.  Barlowe et al., 2013). 

  



18 

 

3 Cargo receptory 

Protein transportovaný z ER do GA je v COPII váčku navázán pomocí již zmíněného 

proteinu Sec24 (Obr. 7), který je součástí proteinového dimeru Sec23/Sec24 (Chatterjee et 

al., 2021). Tato vazba může být přímá. Nicméně existují také proteiny, které mohou být na 

dimer Sec23/24 navázány nepřímo nebo prostřednictvím více interakcí, pomocí tzv. cargo 

receptorů. Cargo receptory jsou speciální adaptorové proteiny, které váží náklad 

(transportovaný protein) na dimer Sec23/Sec24 a stanou se tak součástí COPII váčku (Pagant 

et al., 2015; Powers et al., 2002).  

3.1 Analýza cargo receptorů 

V roce 2012 přišel tým Yonatana Herziga s pozoruhodnou metodou, jak analyzovat 

cargo receptory a jejich příslušné náklady. Metoda dostala název ’’PAIRS’’ (pairing analysis 

of cargo receptors) (Herzig et al., 2012). PAIRS využívá geneticky upravené knihovny 

(konkrétně od kvasinky S. cerevisiae), kde je náklad (syntetizovaný protein) značen zeleným 

fluorescenčním proteinem (GFP) (Cohen et al., 2011). Pomocí PAIRS je možné 

charakterizovat cargo a jeho příslušný cargo receptor ze dvou úhlů pohledu. Prvním 

způsobem je možné hledat a charakterizovat kolik různých nákladů je schopný vázat a 

přenášet jeden cargo receptor (Obr. 8). Druhý způsob naopak odhalí, jaké z proteinů 

podílejících se na biogenezi membránových proteinů (např. Sec24 nebo Sec31) jsou důležité 

pro sekreci konkrétního nákladu značeného GFP. V obou případech je možné sledovat, zda se 

náklad dostal úspěšně do membrány svého působení nebo zůstal zadržený v ER, pomocí 

fluorescenčního mikroskopu (Herzig et al., 2012). 
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Obr. 8: Identifikace repertoáru proteinů (nákladů) pro dané cargo receptory pomocí 

PAIRS metody. Obrázek znázorňuje lokalizaci membránových proteinů v kmenech kvasinky S. 

cerevisiae s deletovaným genem pro jeden ze šesti cargo receptorů. Jedná se o (A) Δerv29, (B) Δgsf2, 

(C) Δerv26, (D) Δemp47, (E) shr3-DAmP a (F) Δerv14. Lokalizace jednotlivých přepravovaných 

proteinů (značených GFP) v kmenech s mutacemi byla porovnávána s jejich lokalizací v kontrolním 

kmeni (wild-type, WT). Bylo možné sledovat, jestli nepřítomnost konkrétního cargo receptoru 

způsobila hromadění nákladu v ER. Z toho poté vyplynulo, jaké náklady patří k daným cargo 

receptorům (převzato z (Herzig et al., 2012)). 

Cargo receptory patří mezi velmi konzervované proteiny. Nacházejí se nejen u 

kvasinek, ale také u vyšších eukaryot (rostliny, obratlovci a členovci) (Obr. 9) (Rosas-

Santiago et al., 2015). Dosud bylo charakterizováno pouze několik cargo receptorů. Mezi 

nejprozkoumanější patří rodina Erv14/cornichon (viz kapitola 4). Obr. 9 ukazuje srovnání 

sekvencí zástupců této rodiny cargo receptorů od kvasinek až po člověka (Rosas-Santiago et 

al., 2015). 
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Obr. 9: Analýza sekvencí rodiny cargo receptorů Erv14/cornichon. Porovnání sekvencí 

rostlinných cornichonů (Oryza sativa – OsCNIH1, OsCNIH2; Arabidopsis thaliana – AtCNIH1, 

AtCNIH2, AtCNIH3, AtCNIH4, AtCNIH5), kvasinkového cargo receptoru (S. cerevisiae – ScErv14) a 

cornichon homologů od členovců (Drosophila melanogaster – DmCNIH; Caenorhabditis elegans – 

CeCNIH), obratlovců (Danio rerio – DrCNIH) a savců (Homo sapiens – HsCNIH3). Černý panel 

značí transmembránové domény, červený znázorňuje kyselé domény a šipky označují konzervované 

zbytky, které se podílejí na vazbě na COPII v kvasinkách (převzato z (Rosas-Santiago et al., 2015)). 

 

Erv14 není jediným cargo receptorem kvasinky S. cerevisae. Nachází se zde například 

tzv. komplex p24 (Emp24-Erv25-Erp1-Erp2), který transportuje skrze sekreční dráhu GPI-

proteiny (Castillon et al., 2009; Schimmöller et al., 1995). Permeázy aminokyselin jsou 

v kvasince S. cerevisiae závislé na transportu pomocí proteinu Shr3 (Herzig et al., 2012; 

Kuehn et al., 1996). Cargo receptor Gsf2 naopak pomáhá transportérům cukrů při jejich 

přepravě do cílové destinace (Sherwood et al., 2000). Další cargo receptory, které byly 

identifikované v této kvasince jsou uvedeny na obr. 8. Současné poznatky o struktuře a úloze 

cargo receptoru Erv14 kvasinky S. cerevisiae a jeho lidských homologů (proteinů CNIH) jsou 

podrobněji popsány v následující kapitole. 

Mezi další známé savčí cargo receptory patří například LMAN1 a MCFD2, které 

společně vytvářejí komplex. Slouží jako receptory pro koagulační faktory V a VIII či jaterní 

protein α1-antitrypsin (Y. Zhang et al., 2022; Zheng et al., 2010). Dalším savčím cargo 
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receptorem je také SURF4, který rekrutuje do COPII váčků enzymy APOB a APOA1 

(apolipoprotein B, apolipoprotein A1) (X. Wang et al., 2021). V rostlinách (konkrétně Oryza 

sativa) byl charakteritován trasnportér Na+ OsHKT1;3 (Jabnoune et al., 2009; Rosas-Santiago 

et al., 2015). Pomocí protein-protein interakcí bylo identifikováno 19 potenciálních kandidátů, 

které mohly ovlivňovat aktivitu OsHKT1;3 (Rosas-Santiago et al., 2015). Jeden z nich 

prokazoval značnou homologii s lidským cornichonem (CNIH) (Schwenk et al., 2009) a 

v souladu s tím také s kvasinkovým Erv14 (Powers et al., 1998, 2002). Na základě této 

podobnosti byl identifikován jako OsCNIH1 podílející se na přenosu trasnportéru Na+ 

OsHKT1;3 z ER do endomembrány GA (Rosas-Santiago et al., 2015). 
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4 Protein Erv14 

Protein Erv14 (Endoplasmatic reticulum vesicles protein 14) je cargo receptor, který 

tvoří součást COPII váčků, membrány ER a membrány GA. Jedná se o kvasinkový cargo 

receptor řadící se do rodiny Erv14 /cornichon, který byl poprvé identifikován v S. cerevisiae v 

roce 1998 (Powers et al., 1998). Gen, který kóduje protein Erv14, nese systematický název 

YGL054c a je umístěn na VII chromozomu. Jeho velikost je 14 kDa (odtud také Erv14). 

Erv14 je lokalizovaný v membránách, což z něj činí integrální membránový protein (Powers 

et al., 2002). Prvotní předpoklady ukazovaly, že obsahuje 3 TMD (Obr. 10) (Powers et al., 

2002) a na základě ’’positive inside’’ pravidla (Virkki et al., 2014) bylo předpovězeno, že N-

konec proteinu směřuje do cytosolu, zatímco C-konec do lumen organely (Powers et al., 

1998). Tyto predikce byly později potvrzeny v několika experimentech (Powers et al., 2002).  

 

Obr. 10: Předpokládaná topologie proteinu Erv14. Protein se skládá ze 3 transmembránových 

domén s N-koncem orientovaným do cytosolu a C-koncem do lumen organel (zde konkrétně do lumen 

ER). Červeně jsou pak vyznačena invariantní rezidua a žlutě zvýrazněné aminokyseliny představují 

konzervovaná rezidua z porovnaných sekvencí od S. cerevisiae, D. melanogaster, Drosophila virilis a 

Mus musculus. V zeleném kruhu je znázorněný motiv IFRTL důležitý pro vazbu Erv14 na plášť 

COPII váčků (převzato z (Powers et al., 2002)). 
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To, jakým způsobem dochází k interakci mezi cargo receptorem Erv14 a COPII 

váčkem, není doposud plně objasněno (Pagant et al., 2015). Bylo však identifikováno několik 

aminokyselinových reziduí v molekule Erv14, které mají pro jeho funkci velmi významnou 

roli. Jedním z nich jsou aminokyseliny IFRTL (97-101) (Obr. 10), které leží 

v cytoplasmatické smyčce mezi druhou a třetí TMD proteinu Erv14. Jakmile byla provedená 

mutace v nějaké z těchto pěti aminokyselin, byl pozorován výrazný pokles ve sbalování 

Erv14 do pučících COPII váčků (Powers et al., 2002). Z toho vyplývá, že tento motiv je 

nezbytný pro interakci cargo receptoru Erv14 s COPII váčkem. Dalším důležitým motivem, 

zastávajícím podobnou funkci jako IFRTL, je motiv DYPE (aminokyseliny D33, Y34, P50, E51) 

(Pagant et al., 2015). V druhé TMD se také nacházejí aminokyseliny F62, L63, N74, které 

utvářejí vazebné místo pro několik nákladů proteinu Erv14 (Pagant et al., 2015). 

Na C-konci rostlinných a kvasinkových homologů Erv14/cornichonů byl 

charakterizován specifický kyselý motiv (u rostlin aminokyseliny EDDE, u kvasinek 

aminokyseliny EDD) (Obr. 11A, 11B), který se podílí na správném cílení membránových 

proteinů do PM (Rosas-Santiago et al., 2017). Mutace či delece v tomto kyselém motivu 

rostlinného cornichonu OsCNIH1 nebo kvasinkového cargo receptoru ScErv14 neměla žádný 

vliv na jejich lokalizaci v rámci ER/GA. Nicméně delece/mutace kyselých motivů u těchto 

dvou cargo receptorů, exprimovaných v buňkách S. cerevisiae, negativně ovlivnila transport 

kvasinkových membránových proteinů do PM (Rosas-Santiago et al., 2017). Mezi těmito MP 

se nacházel také Na+/H+ antiporter Nha1. Interakce mezi cargo receptory (OsCNIH1, 

ScErv14) s mutacemi/delecemi kyselého motivu a MP byly mnohem slabší než s nativními 

formami těchto cargo receptorů. Z toho vyplývá, že kyselý motiv, přítomný v tomto typu 

cargo receptoru u rostlin či kvasinek, ovlivňuje sílu interakce mezi cargo receptorem a 

transportovaným proteinem (Rosas-Santiago et al., 2017). 
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Obr. 11: Kyselé motivy na C-koncích cornichonů. Na obrázku je zobrazeno WebLogo 

posledních 60 aminokyselin C-konců homologních proteinů Erv14/cornichonů z (A) rostlin, (B) hub, 

(C) členovců a (D) obratlovců. Vpravo je poté zvětšeno posledních šest aminokyselin, kde jsou u 

rostlin a hub jasně viditelné specifické konzervované kyselé motivy. Výška písmene odpovídá míře 

konzervovanosti dané aminokyseliny (převzato z (Rosas-Santiago et al., 2017). 

4.1 Funkce proteinu Erv14 

Protein Erv14 je důležitý pro sekreci membránových proteinů do membrán a ovlivňuje 

tak celou řadu dalších fyziologických funkcí.  

Jednou z nich je například jeho vliv na axiální pučení kvasinkových buněk. V tomto 

typu pučení slouží jako kortikální značky proteiny Axl1 (Fujita et al., 1994), Axl2 (Roemer et 

al., 1996), Bud3 a Bud4 (Chant et al., 1991). Pokud byl deletován gen ERV14 v buňkách 

kvasinky S. cerevisiae, buňky nerostly axiálním způsobem (Powers et al., 1998). Jakmile se 

ale do kmene vložil plasmid nesoucí funkční gen kódující Erv14, došlo opět k axiálnímu typu 

pučení. Vzhledem k lokalizaci proteinu Erv14 v membránách organel (ER, GA) se 

předpokládalo, že jeho delece tedy ovlivňuje biogenezi některého z proteinů, které jsou 

důležité pro axiální pučení (Powers et al., 1998). Hlubší analýzy potvrdily, že se jednalo o 

protein Axl2 (Powers et al., 1998). 

Erv14 má také vliv na sporulaci buněk, konkrétně na tvorbu prosporové membrány 

(Powers et al., 1998). Sma2 je protein, který hraje roli ve formaci a správném tvaru 

prosporové membrány (Rabitsch et al., 2001). Při nadprodukci Sma2 v buňkách S. cerevisiae, 

které postrádali gen ERV14, došlo jen částečně ke zlepšení sporulace buněk. V opačném 

případě (nadprodukce Erv14 v buňkách bez Sma2) nebylo viditelné žádné zlepšení. 
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V buňkách bez Erv14 byl protein Sma2, značený GFP, zadržován v ER. Všechny tyto 

výsledky značí, že protein Erv14 má vliv na biogenezi proteinu Sma2 (Nakanishi et al., 2007). 

V mechanismu sporulace byly sledovány i jiné proteiny, na jejichž lokalizaci by mohl mít 

Erv14 vliv. Jednalo se o t-SNARE protein Sso1 (Aalto et al., 1993), H+-ATPázu Pma1 

(Serrano et al., 1986) a dityrosinový transportér Dtr1 (Felder et al., 2002). I v případě těchto 

proteinů byl potvrzen vliv Erv14 na jejich transport skrze sekreční dráhu při sporulaci 

(Nakanishi et al., 2007). Později bylo však zjištěno, že v exponenciální fázi růstu buněk S. 

cerevisiae, není biogeneze H+-ATPázy Pma1 závislá na přítomnosti Erv14 (Zimmermannova 

et al., 2019). 

Přítomnost cargo receptoru Erv14 ovlivňuje také udržování homeostáze monovalentních 

kationtů. S tím souvisí jeho význam v regulaci vnitrobuněčného pH, udržování 

membránového potenciálu či tolerance k solím (Zimmermannova et al., 2019). Tyto 

fyziologické úlohy Erv14 vyplývají z jeho vlivu na biogenezi několika transportérů kationtů, 

mezi něž patří i antiportery Na+/H+ (Zimmermannova et al., 2019). 

4.1.1 Zachování homeostáze monovalentních kationtů pomocí proteinu Erv14 

Pro zajištění správného fungování buněk je nezbytné neustálé udržování stálé hladiny 

monovalentních kationtů (H+, Na+, K+). Udržování této koncentrace je v buňkách kvasinky S. 

cerevisiae zachováváno pomocí transportních systémů ležících v PM a v membránových 

vnitrobunečných organelách (shrnuto v (Arino, 2010)). Pro zajištění správného fungování 

těchto specifických transportérů je nezbytné, aby byly správně umístěny do cílové membrány. 

Dosud bylo zjištěno, že je protein Erv14 nezbytný pro cílení okolo 40 membránových 

proteinů skrze sekreční dráhu do jejich cílových míst (Herzig et al., 2012; Pagant et al., 2015). 

Několik těchto proteinů patří právě do skupin transportérů monovalentních kationtů, které 

zajišťují udržování optimální kationtové homeostáze (Rosas-Santiago et al., 2016; 

Zimmermannova et al., 2019).  

Jakmile mají buňky deletovaný Erv14, dochází v nich k mnoha fyziologickým změnám 

(Nakanishi et al., 2007; Powers et al., 2002), mezi které patří také zvýšená citlivost k solím 

NaCl a KCl (Rosas-Santiago et al., 2016). Jedním z prvních transportérů monovalentních 

kationtů, na jehož biogenezi se podílí Erv14, byl identifikován Na+/H+ antiporter Nha1 v S. 

cerevisiae (Herzig et al., 2012). Nicméně, i buňky postrádající gen ERV14 společně s NHA1 

byly více citlivé k NaCl a KCl (Rosas-Santiago et al., 2016), měly nižší vnitrobuněčné pH a 

vyšší membránový potenciál (Zimmermannova et al., 2019), což naznačilo, že existují i jiné 

transportéry monovalentních kationtů, které pro svou biogenezi potřebují právě Erv14 (Rosas-
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Santiago et al., 2016). Na toleranci k solím, udržování intracelulárního pH a membránového 

potenciálu se v kvasince S. cerevisiae kromě Nha1 podílí alespoň 9 dalších transportérů 

monovalentních kationtů. Šest z nich se nachází v PM, jsou to Trk1 a Trk2 (transportéry K+), 

Tok1 (draselný kanál), Ena (Na+, K+/H+-ATPáza), Pho89 (Pi-Na+ symportér) a Pma1 (H+-

ATPáza) (shrnuto v (Arino, 2010)). 

Pro zjištění nových proteinů, jejichž biogeneze závisí na Erv14, byla porovnána 

lokalizace šesti transportérů monovalentních kationtů (značených GFP) v kmeni 

s deletovaným ERV14, vždy vzhledem k příslušnému kontrolnímu kmeni (WT), který cargo 

receptor exprimoval (Zimmermannova et al., 2019). Bylo zjištěno, že kromě Nha1, také 

transportéry K+, Trk1 a Tok1, patří mezi proteiny rozpoznávané cargo receptorem Erv14 

(Zimmermannova et al., 2019). Pomocí imunoprecipitace a mating-based split 

ubiquitinačního systému (mbSUS) byla potvrzena i přímá interakce mezi Erv14 a Trk1 nebo 

Tok1 (Zimmermannova et al., 2019), a mezi Erv14 a Nha1 (Rosas-Santiago et al., 2016). 

Trk1 je hlavní importér K+ do buněk (Ko et al., 1991) a Tok1 je kanál pro K+ řízený 

membránovým potenciálem (Gray et al., 1998). Delece ERV14, ovlivňující biogenezi Trk1 a 

Tok1, vedla mimo jiné k ovlivnění růstu buněk na nízkých koncentracích K+. Důvodem byl 

nedostatek efektivního importu K+ kationtů, což způsobilo výkyvy elektrochemického 

potenciálu PM a intracelulárního pH, jejichž správné hodnoty jsou důležité pro zdravý 

buněčný růst (Zimmermannova et al., 2019). S hyperpolarizací PM u kmene erv14Δ také 

souvisela vyšší citlivost buněk k cytotoxickým látkám (např. Hygromycin B, 

Tetramethylamonium) (Zimmermannova et al., 2019), jejichž vstup do buněk je řízen právě 

hladinou elektrochemického potenciálu PM (Madrid et al., 1998). 

4.1.2 Vliv proteinu Erv14 na biogenezi Nha1 antiporteru 

Protein Nha1 kvasinky S. cerevisiae je “multi-pass“ membránový protein skládající se z 

nejméně 12 TMD (Obr. 12) (Kinclova-Zimmermannova et al., 2015; Kinclova et al., 2001). 

Je dlouhý 985 aminokyselin a řadí se do specifické skupiny transportérů alkalických kovů, 

které exportují Na+ nebo K+ na úkor gradientu H+ (Banuelos et al., 1998). Protein je 

charakteristický svým velmi dlouhým hydrofilním C-koncem (56.2% celkové délky proteinu) 

(Obr. 12). Dlouhý C-konec je důležitý pro regulaci jeho transportní aktivity (Kinclova et al., 

2001). Aktivita Nha1 má vliv nejen na toleranci buněk k solím, ale ovlivňuje také okamžitou 

odpověď buněk na hyperosmotický šok (Kinclova-Zimmermannova et al., 2006), správný 

průběh buněčného cyklu (Simon et al., 2003; Simon et al., 2001) a růst za nedostatku 

extracelulárního draslíku (Smidova et al., 2019). 
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Obr. 12: Topologie Na+/H+ antiporteru Nha1. Obrázek ukazuje přibližnou strukturu proteinu 

Nha1 s oběma jeho konci směřujícími do cytosolu buňky. Více než polovinu z 985 aminokyselin tvoří 

výrazně dlouhý hydrofilní C-konec (převzato z (Kinclova et al., 2001)). 

 

Pomocí metody PAIRS (viz kapitola 3.1) bylo zjištěno, že antiporter Nha1 je jedním 

z mnoha nákladů, které jsou pomocí cargo receptoru Erv14 cíleny do membrán, v případě 

Nha1 do PM (Herzig et al., 2012). Detailnější studie se zabývaly rolí hydrofilního C-konce 

(Obr. 12) tohoto antiporteru při jeho transportu pomocí Erv14 do plasmatické membrány 

(Rosas-Santiago et al., 2016). Porovnávaly se dvě verze antiporteru Nha1 značeného pomocí 

GFP v buňkách s ERV14 a v buňkách postrádající ERV14. Byla sledována lokalizace 

nezkráceného Nha1 a zkrácená verze Nha1 bez jeho C-konce (Nha1 o délce 472 

aminokyselin). V buňkách, které nesly gen ERV14 byly obě verze (Nha1 i Nha1 bez C-konce) 

detekované v PM, zatímco v buňkách bez ERV14 byla v PM lokalizovaná pouze verze bez C-

konce a nezkrácená verze byla částečně zadržována v ER (Rosas-Santiago et al., 2016).  Na 

základě mbSUS analýzy byla prokázána interakce mezi Erv14 a zkráceným i celým Nha1 

antiporterem. Fakt, že zkrácená varianta Nha1 byla v buňkách aktivní a správně lokalizována 

v PM, byl potvrzen na základě měření výstupu Na+ a testů analyzujících toleranci k solím 

(Rosas-Santiago et al., 2016). Z těchto výsledků vyplývá, že pro interakci Nha1 s Erv14 je 

důležitá především N-koncová část antiporteru a jeho TMD, a že Erv14 je důležitý zejména 
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pro efektivní biogenezi celého Nha1 s dlouhým C-koncem koncem (Rosas-Santiago et al., 

2016). 

C-konec proteinu Nha1 se skládá z 6 hlavních (C1-C6) a několika dalších meších 

konzervovaných částí, jejichž funkce není příliš známá (Kamauchi et al., 2002; Papouskova et 

al., 2021). V nedávné studii byla sledována lokalizace a funkce několika verzí proteinu 

ScNha1 zkrácených na C-konci nebo s delecemi v C-konci. Tyto varianty byly exprimovány 

v buňkách s ERV14 a erv14Δ (Papouskova et al., 2021).  Výsledky ukázaly, že pouze varianty 

Nha1, které obsahovaly konzervovanou část C5 v jeho hydrofilním C-konci, vyžadovaly 

cargo receptor Erv14 pro efektivní transport do PM. Z toho vyplývá, že i relativně malé 

hydrofilní části membránových proteinů jsou důležité pro interakci s Erv14 cargo receptorem 

(Papouskova et al., 2021). 

Pomocí SDS-PAGE elektroforézy a následné imunoblottové analýzy byl antiporter 

Nha1 identifikován jako dimer (Mitsui et al., 2005). Tato konformace je významná pro 

zprostředkování kationtové výměny mezi Na+ (K+) a H+. Schopnost tvorby dimerů proteinu 

Nha1 byla porovnávána v kmenech nesoucích ERV14 s buňkami, které tento gen 

neobsahovaly, pomocí Western blotu. V buňkách s Erv14 cargo receptorem Nha1 dimerizoval 

efektivněji než v buňkách erv14Δ. Protein Erv14 je tedy důležitý také pro dimerizaci 

antiporteru Nha1 (Rosas-Santiago et al., 2016). 

V živočišných buňkách je známo 13 isoforem Na+/H+ antiporterů (NHE1-10, NHEDC1-

2), které se liší svou lokalizací (PM vs. membrána vnitrobuněčných organel), substrátovou 

specifitou a funkcí (shrnuto v (Pedersen et al., 2019)). Doposud ale nebyl identifikovám 

žádný cargo receptor, který by byl důležitý pro jejich biogenezi a správnou funkci v jejich 

cílových destinacích.  

4.2 Lidské cargo receptory CNIH 

V rámci rodiny cargo receptorů Erv14/cornichon byly identifikovány také lidské cargo 

receptory CNIH, které se v lidských buňkách nacházejí ve 4 isoformách (CNIH1-4) (Castro et 

al., 2007; Herring et al., 2013; Mishra et al., 2019). Při porovnání aminokyselinových 

sekvencí cargo receptoru Erv14, cornichonu Cni D. melanogaster a lidských CNIH bylo 

predikováno, že lidské cornichony obsahují, podobně jako Erv14 a Cni, 3 TMD (Obr. 13) 

(Castro et al., 2007; Powers et al., 2002). 
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Obr. 13: Srovnání sekvencí aminokyselin cargo receptorů nižších a vyšších eukaryot. (A) 

Porovnání sekvencí lidských cornichonů CNIH (odpovídající CNIH1), CNIH2, CNIH3, CNIH4. Je 

zde patrné, že CNIH2 a 3 jsou si na základě aminokyselinové sekvence velmi podobné, zatímco 

sekvence CNIH4 se nejvíce liší. (B) Srovnání sekvencí kvasinkového cargo receptoru Erv14, 

cornichonu z D. melanogaster Cni a lidského cornichonu CNIH.  Černými čarami jsou znázorněné 

potenciální TMD. V černých rámcích jsou patrné konzervované “Cni domény“. Červeně jsou 

zvýrazněné shodné aminokyseliny u všech zástupců (převzato z (Castro et al., 2007)). 

4.2.1 Úloha cornichonů CNIH v buňkách 

Jaké všechny úlohy zastávají lidské cornichony v organismu není prozatím plně 

objasněno. Pravděpodobně se pohybují, stejně jako Erv14 a Cni, z ER do GA (a zpět) (Castro 

et al., 2007). Doposud byla charakterizována jejich úloha v biogenezi pouze několika 

proteinů. 

CNIH1 byl identifikován jako cargo receptor pro TGFα (transforming growing factor 

α), který zadržuje nematurovaný protein v ER, dokud nedojde ke správnému sbalení a 

plnohodnotné maturaci (Castro et al., 2007; P. Zhang et al., 2016). U pacientů trpících 

schizofrenií byla detekována zvýšená exprese CNIH2 a CNIH3 spolu s CNIH1 v 

dorsolaterálním prefrontálním kortexu v mozku (Drummond et al., 2012), což přivádí 

k myšlence, že by CNIH1 mohl zastávat doposud však neznámou funkci v lidských 

mozkových buňkách. 

Cornichony CNIH2 a CNIH3 (i CNIH1) se uplatňují v dopravě a regulaci otevírání 

ionotropního glutamátového AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionová 

kyselina) receptoru (AMPAR) (Brockie et al., 2013; Shanks et al., 2014; Schwenk et al., 

2009). AMPARs jsou homo- či heterotetramerní proteinové komplexy, jejichž podjednotky 

(GluA1-4) utvářejí pór pro přenos kationtů Ca2+, Na+, K+ v nervových buňkách (Perkinton et 

al., 1999). Právě interakce cornichonů (CNIH2, 3) s podjednotkami těchto receptorů zajišťuje 
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export AMPAR z ER pomocí COPII váčků do GA (Harmel et al., 2012; Shanks et al., 2014). 

Při interakci CNIH2 nebo CNIH3 s podjednotkami GluA dochází k transportu cornichonů 

z GA (nikoli zpět do ER) a k jejich společnému zakotvení v PM. Zde se z nich stanou 

pomocné podjednotky těchto ionotropních glutamátových receptorů, čímž napomáhají 

modifikovat jejich otevírání a zavírání (Harmel et al., 2012; Shanks et al., 2014).  

Úloha cornichonu CNIH4 byla charakterizována v souvislosti s receptory spřaženými 

s G-proteiny (GPCRs) (Sauvageau et al., 2014). GPCRs tvoří velkou skupinu receptorů 

sedících na povrchu membrán, skrze jejichž signalizaci je regulováno mnoho buněčných 

procesů a fyziologických funkcí (Dong et al., 2008). Pomocí BRET-based screening 

(Bioluminescence Resonance Energy Transfer) analýzy proteinů účastnících se ER-to-Golgi 

transportu bylo prokázáno, že se cornichon CNIH4 podílí na aktivním exportu GPCRs pomocí 

COPII váčků z ER (Sauvageau et al., 2014). Jakmile došlo k overexpresi CNIH4, došlo k 

poklesu bioluminiscence mezi β2AR-A7 (β2-adrenoreceptor s mutací na pozici A7) a 

kalnexinem. Kalnexin je molekulární chaperon zprostředkovávající folding N-

glykosylovaných proteinů opouštějících ER (Hammond et al., 1994). Mezi takové proteiny 

patří také β2-adrenoreceptory, které se řadí do GPCRs (Ghanouni et al., 2001). Tento pokles 

bioluminiscence naznačil, že CNIH4 oslabuje interakci mezi kalnexinem a správně složeným 

β2-adrenoreceptorem a napomáhá tak jeho uvolnění z ER (Sauvageau et al., 2014). Při 

overexpresi CNIH4 byla také zjištěna větší míra degradace špatně sbalených β2-

adrenoreceptorů pomocí proteasomu. CNIH4 by tak mohl hrát také roli při degradaci proteinů 

zadržených v ER (Sauvageau et al., 2014). 

Další význam CNIH4 byl také nalezen při studii antagonistického vztahu p24 

sekrečních proteinů TMED3 a TMED9 (Mishra et al., 2019; Seno et al., 2016). V rámci 

testování rakovinových buněk tlustého střeva byl CNIH4 charakterizován jako možný 

exportér TGFα z ER a patřil mezi faktory podporující vznik metastází (Mishra et al., 2019).  

O dalších funkcích lidských cornichonů CNIH spojených s AMPAR nebo GPCRs nebo 

s dalšími transportéry monovalentních kationtů či s jinými membránovými proteiny není 

prozatím více známo.  
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5 Závěr 

Biogeneze proteinů pomocí sekreční dráhy je velmi složitý proces, kterého se účastní 

mnoho proteinů. Je zároveň velmi důležité, aby proteiny, které do dráhy vstupují, prošly 

správnou maturací a byly efektivně transportovány ať už do extracelulárního prostoru či do 

membrán organel. Všechny tyto procesy spolu úzce spolupracují a jsou nezbytné pro správné 

fungování buněk. Objevením významu cargo receptoru Erv14 kvasinky Saccharomyces 

cerevisiae v biogenezi proteinů se podařilo lépe analyzovat mechanismy cílení 

membránových proteinů na jejich místa určení. Odhalení úlohy Erv14 v biogenezi Na+/H+ 

atiporterů a dalších transportérů monovalentních kationtů pomohlo objasnit další z principů 

zachování iontové homeostáze u nižších eukaryot. Biogeneze živočišných Na+/H+ antiporterů 

či jiných transportérů monovalentních iontů nebyla doposud objasněna. Díky vysoké 

konzervovanosti cargo receptorů od kvasinek až po člověka mohou být poznatky získané 

v buňkách kvasinek prospěšné i pro odhalení nových mechanismů biogeneze transportérů 

iontů ve vyšších eukaryotech, včetně člověka. Je zřejmé, že podobně jako Erv14 v S. 

cerevisiae, jeho lidské homology, cornichony, mohou zastávat v lidském organismu řadu 

funkcí. Z mé bakalářské práce vyplývá, že lidské cornichony patří stále mezi velmi málo 

charakterizovanou skupinou cargo receptorů, a proto doufám, že o úloze lidských cornichonů 

zjistím více v rámci své diplomové práce. 
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