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Vloga endocitotskih poti pri razvoju
in zdravljenju bolezni

The Role of Endocytic Pathways in Development
and Treatment of Disease
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Celica je od okolja razmejena s plazmalemo, skozi katero sprejema zunajcelicne signale in hra-
nila iz okolja. Plazmalema omogoca tudi celi¢ni odziv na okoljske signale. Klju¢no vlogo pri
celi¢ni komunikaciji z okoljem igra endocitoza, ki regulira in omogoca celi¢no signaliziranje,
vzpostavljanje celicne polarnosti, rast in diferenciacijo celic. Znanih je ve¢ endocitotskih poti,
ki se med seboj razlikujejo po tovoru, ki vstopa v celice in po molekulah, ki endocitozo omo-
gocajo. Vsaka endocitotska pot se zacne s selekcijo tovora na celi¢ni povrsini, sledi ji uvihava-
nje plazmaleme in nastanek endocitotskih veziklov. Ti preko kompleksnih interakcij z drugimi
celi¢nimi predelki prinesejo svoj tovor in membranske proteine do razli¢nih lokacij v celici.
Endocitotske poti izkoris¢ajo tudi Stevilni patogeni za vstop v celice, uporabimo pa jih lahko
tudi v terapevtske namene za dostavo zdravilnih uc¢inkovin. Spremenjene endocitotske poti so
lahko razlog za Stevilne bolezni, zato je njihovo poznavanje pomembno za uéinkovitejSe zdrav-
Jjenje. V tem preglednem ¢lanku smo zbrali do sedaj znana dejstva o razli¢nih vrstah endo-
citoze in endocitotskih poteh. Razpravljamo o njihovi vlogi pri razvoju bolezni in zdravljenju.
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A cell is separated from its environment by the plasma membrane through which it accepts
signals and nutrients. The plasma membrane also allows cellular response to them. Endocy-
tosis has a key role in these processes. It provides and regulates many cellular processes, inc-
luding cell signalling, cell polarity establishment, cell growth and differentiation. Many entry
pathways into cells have been identified, which differ in terms of different types of cargo
internalized and specific molecules that allow the endocytic process. The endocytic pathway
starts with the selection of cargo at the cell surface, and is followed by invagination of pla-
sma membrane and formation of endocytic vesicles. These vesicles, through interactions with
other cellular compartments, deliver its cargo and membrane proteins to different locations
in the cell or recycle them back to the plasma membrane and the extracellular matrix. Endocy-
tic pathways can be used for drug delivery for therapeutic purposes, but unfortunately they
are also exploited by pathogens to enter the cells. Changes in endocytic pathways may be
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the reason for many diseases and their understanding is therefore important for effective
treatment of these diseases. In this review article, we have gathered known facts about dif-
ferent types of endocytosis and endocytic pathways. We also discuss their role in the deve-

lopment of diseases and treatments.

uvobD

Ena od najpomembnejsih lastnosti, po kateri
evkariontske celice lo¢imo od prokariontskih,
je razdelitev njihove citoplazme na predelke.
Mednje uvrs¢amo $tevilne in raznolike mesic-
ke oz. vezikle ter organele. Predelki so s selek-
tivno prepustno membrano lo¢eni od citosola.
To v njih omogoca vzpostavitev funkcional-
nega notranjega okolja z znacilnim pH in
ionsko jakostjo ter kopicenje specifi¢nih pro-
teinov — encimov in lipidov, kar omogoca opti-
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Slika 1. Vezikulari transport med celicnimi organeli in plozma-
lema (5). Vezikli potujejo od plazmaleme proti sredistu celice in
nazaj proti plazmalemi ob mikrotubulih in se na svoji poh po potrebi
Zlivajo z drugimi vezikli in organeli. S klatrinskim plascem obdani
vezikli se odcepliajo od plazmaleme in tudi od Golgijevega apa-
rafa kot del lizosomske in sekrecijske poti (oznaceno rdece). ZF —
zgodnji endosom, SE— sekrecijski vezike, LI — lizosom, PE — pozni
endosom, T6M — trans-Golgijevo mreZje, GA — Golgijev aparat,
ER — endoplazemski retikulum.

malen potek dolo¢enih nalog in specifi¢nih
reakcij (1, 2). Za vzdrZevanje te specifi¢ne
sestave, pa tudi za ucinkovito celicno homeo-
stazo in signalno transdukcijo ima celica kom-
pleksne mehanizme za transport izbranih
proteinov iz enega predelka v drugega (1, 3).

Transport poteka med plazmalemo in
organeli biosintezne, sekrecijske in endocitot-
ske poti, kamor spadajo jedro, endoplazem-
ski retikulum, Golgijev aparat, endosomi in
lizosomi. Poteka preko dinamic¢ne izmenjave
membran in proteinov v obliki majhnih, mem-
branskih transportnih veziklov (slika 1) (4). Te
poti so dolge in razvejane, nekatere poteka-
jo tudi v obe smeri (3).

VRSTE ENDOCITOZE

Endocitoza je proces nastajanja novih notra-
njih membran, pri ¢emer plazmalema in del
zunajceli¢nega prostora postaneta del celic¢-
ne notranjosti. Endocitoza je klju¢na za Ste-
vilne celi¢ne procese. Uravnava in omogoca
celi¢no signaliziranje, ki je kljuéno za rast in
diferenciacijo celic. Omogoca tudi privzem
hranil, uti$anje receptorjev, citokinezo, vzpo-
stavljanje celi¢ne polarnosti in celicne obli-
ke (6, 7). V posebnih razmerah endocitotske
poti izkoris¢ajo patogeni za okuZenje celic,
uporabimo pa jih lahko tudi v terapevtske
namene, npr. za dostavo zdravilnih uéinko-
vin (6).

Endocitozo v grobem razdelimo na fago-
citozo, ki je prisotna predvsem v profesio-
nalnih fagocitih, in pinocitozo, ki je prisotna
v vseh celicah v telesu in kamor uvr§¢amo
s klatrini posredovano endocitozo, s kaveolini
posredovano endocitozo, makropinocitozo, od
Klatrina in kaveolina neodvisno endocitozo ter
Stevilne $e slabo poznane poti vstopanja sno-
vi v celice (slika 2) (tabela 1) (2).
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Endocitoza

Pinocitoza 1 Fagocitoza

Neodvisna od dinamina
1

Odvisna od dinamina

- |
Makropinocitoza

Odvisna od
lipidnih raftov

Posredovana
s kaveolinom

0d klatrina in

Posredovana | |
kaveolina neodvisna

s kluilrinom

Slika 2. Vrste endocitoze (6). Endocitozo v osnovi razdelimo glede na to, ali celica privzema vecinoma vedie delce (fagocitoza) ali
vecinoma fekocino in v njej raztopliene snovi (pinocitoza — celicno pitie). Pinocitoza vkljucuje Stevilne mehanizme, ki jih naprej raz-
delimo na odvisne ali neodvisne od dinamina, proteina, ki vezikel sprosti s plazmaleme. Dinamin je prikazan kot svetlo modli krogci
na viatovih veziklov, aktin pa kot temno modre Crte v izvihkih membrane.

Fagocitoza je mehanizem privzema delcev,
vedjih od 0,5 um. Enocelicarji jo uporabljajo
za privzem hranil iz okolja. Pri mnogoceli¢ar-
jih pa so fagocitoze sposobni predvsem profe-
sionalni fagociti, kot so makrofagi in nevtro-
filci. Ti iz telesa odstranjujejo patogene
ter okuZene in poskodovane celice in imajo
pomembno vlogo pri imunskem odgovoru.
V manjsi meri fagocitozo opravljajo tudi
fibroblasti, endotelijske in epitelijske celice,
ki tako sodelujejo pri razvoju in obnovi tkiv (8).

Fagocitozo sprozi delec sam, ko z lastni-
mi molekulami ali opsonini aktivira posebne
receptorje fagocitov. Aktivacija povzroci preu-
reditev aktinskih filamentov in nastanek
psevdopodijev, ki ob vezavi in aktivaciji novih
receptorjev po sistemu zadrge tesno obdajo
tujek, dokler se vrhovi teh membranskih
izvihkov ne zlijejo in se nastali vezikel - fago-
som odcepi od plazmaleme (2, 8, 9). Z zliva-
njem in odcepljanjem veziklov membrana
fagosoma in njegova vsebina postopoma zori-
ta, dokler se v kon¢ni fazi ne zlijeta z lizoso-
mom, s ¢imer nastane zrel fagolizosom (8).

S klatrini posredovana endocitoza

S klatrini posredovana endocitoza je najbo-
lje raziskana vrsta endocitoze. V preteklosti
so jo poimenovali kar z receptorji posredova-

na endocitoza ali receptorska endocitoza, ker
z vezavo na receptorje omogoca internaliza-
cijo specifi¢nega tovora, kot so npr. lipopro-
teini majhne gostote (angl. low density lipo-
proteins, LDL), epidermalni rastni faktor
(angl. epidermal growth factor, EGF) ali trans-
ferin. Z njo pa se med drugim lahko interna-
lizirajo tudi toksini, kot je npr. toksin antrak-
sa. Danes vemo, da specifi¢ni receptorji
lahko sodelujejo tudi pri drugih vrstah endo-
citoze, zato se izraz receptorska endocitoza
opusca.

Klatrinski vezikli nastanejo iz klatrinskih
jamic, ki prekrivajo 0,5-2 % celi¢ne povrsine
in se nahajajo na specifi¢nih predelih mem-
brane, bogatih s fosfatidilinozitolfosfati (sli-
ka 1, slika 2, slika 3). Jamice na mikrografijah
presevnega elektronskega mikroskopa pre-
poznamo kot elektronsko goste predele na
notranji strani plazmaleme. Sestavljene so iz
nakopicenih integralnih membranskih recep-
torjev, na katere je lahko Ze vezan tovor za
internalizacijo, in iz klatrinskega plas¢a. Osnov-
ne enote klatrina, zaradi svoje oblike imeno-
vane tudi triskelioni, se na membrani med
seboj povezejo v kosari podobno strukturo, ki
ob tem membrano ukrivi in stabilizira. Pre-
mer nastajajoCega klatrinskega vezikla je
85-120nm (10, 11). Nastali vezikel se od mem-
brane odcepi s pomocjo dinamina, GTPaze,
ki se s svojo helikalno strukturo ovije okrog
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Slika 3. S klatrini posredovana endocitoza (A in B) in s kaveolini posredovana endocitoza (C) na mikrografiiah preseviega elektron-
skega mikroskopa. Klatrinska jamica z elekironsko gostimi klatrini (pustica) na citosolni strani plazmaleme (A). Endocitotski vezikel
(puscica), locen od plazmaleme, a Se vedno obdan s klatrinskim ploscem. Pozni endosom (PE) v citoplazmi epitelijske celice v bliZini
endocitotskega vezikla (B). Stevilne steklenicasto oblikovane kaveole (pustice) na bazolateralni plozmalemi epitelijskih celic. Bazalna
lamina (BL) locuje epitelij od spodaj leZecega vezivnega tkiva (C). Merila ustrezajo velikosti 200 nm.

vratu vezikla in ga ob hidrolizi gvanozin-5"-tri-
fosfata (GTP) odcepi od plazmaleme (2, 11).
S klatrinskim plas¢em obdani vezikli se odcep-
ljajo tudi od Golgijevega aparata kot del lizo-
somske in sekrecijske poti (slika 1).

S klatrini posredovana endocitoza je kon-
stitutivna ali pa jo sproZi ustrezen signal.
S konstitutivno endocitozo ve¢inoma poteka
privzem receptorjev, ki se neprestano inter-
nalizirajo in reciklirajo, ob tem pa iz okolja
privzemajo makromolekule ali iz obtoka
odstranjujejo virusne delce (11). S stimulirano
endocitozo se veinoma internalizirajo s sig-
nalno molekulo aktivirani receptorji ter se
s tem ali odstranijo iz membrane in razgra-
dijo ali reciklirajo, internalizacija pa je lah-
ko tudi nujen korak za pravilno signalizira-
nje (11, 12).

S kaveolini posredovana
endocitoza

Pri s kaveolini posredovani endocitozi pote-
ka internalizacija preko kaveol, majhnih ste-
klenicasto oblikovanih membranskih uvihkov
s premerom 50-100 nm, ki so z zunajceli¢nim
prostorom povezani z vratu podobno struk-
turo (slika 2, slika 3) (13). Pojavljajo se v Ste-
vilnih sesalskih celicah, posebej pogoste pa so
v adipocitih in celicah kapilarnega endotela,
kjer lahko predstavljajo tudi tretjino celotne
povr§ine membrane (2, 13, 14). Kaveole
s0, podobno kot lipidni rafti, na detergente
odporne membranske domene, bogate z gli-
kosfingolipidi, sfingomielinom in holestero-
lom, med seboj povezanimi in stabiliziranimi
z integralnimi membranskimi proteini kaveo-
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lini (14). Priblizno 100-200 molekul kaveo-
lina je potrebnih za oblikovanje enega kaveo-
linskega vezikla (2). Kaveolin najverjetneje
zavira internalizacijo, saj so kaveole sorazmer-
no stati¢ne strukture, njihovo internalizaci-
jo pa lahko sproZi vezava ligandov (npr.
albumina) na receptorje v kaveolah, kar spro-
sti inhibicijo (15, 16). Vezikel od membrane
odcepi GTPaza dinamin, lahko pa se obliku-
jejo dolge s kaveolinom bogate membranske
invaginacije, ki segajo globoko v notranjost
celice in so $e vedno povezane z zunajcelinim
prostorom. Vezikli, ki se odcepijo od membra-
ne, potujejo v notranjost celice v perinuklear-
no regijo, kjer se zlijejo v endosom, imenovan
kaveosom (17). Zadnje raziskave namiguje-
jo, da so lahko tudi kaveosomi povezani z zu-
najceli¢nim prostorom, spet druge pa trdijo,
da ti membranski predelki kot taki sploh ne
obstajajo, pac pa so artefakt eksperimental-
no povecane ekspresije kaveolina (18, 19).
Kaveosomi naj bi tako bili zgolj endosomi,
v katerih naj bi se z namenom razgradnje v li-
zosomih pojavil prekomerno izraZeni kaveo-
lin (20, 21).

Ena od glavnih lastnosti internalizacije
s kaveolami je, da se s tem mehanizmom
nastali vezikli pogosto ne vkljucijo vlizosom-
sko razgradno pot, pac pa jo celica uporablja
predvsem za transcitozo molekul, ki morajo
na poti skozi celico ostati nedotaknjene in bio-
losko aktivne (2, 13, 14, 18). To izkoris¢ajo tudi
Stevilni patogeni za svojo invazijo (npr. miko-
bakterije, Toxoplasma gondii, Plasmodium
Sfalciparum) (14). Pot je zanimiva tudi z vidi-
ka dostave zdravilnih uc¢inkovin, ki bi se sicer
razgradile v lizosomih.

Makropinocitoza

Makropinocitoza je vrsta endocitoze, ki omo-
goca internalizacijo velikih delcev tudi celi-
cam, ki sicer niso sposobne fagocitoze. V pri-
merjavi z drugimi tipi pinocitoze makro-
pinocitozo zaznamuje intenzivno izvihavanje
plazmaleme v obliki plos¢atih izvihkov -
lamelipodijev, skodeli¢asto oblikovanih kroz-
nih izvihkov in v nekaterih primerih v obliki
membranskih mehurckov (slika 2). Izvihava-
nje plazmaleme obi¢ajno sprozi zunanji sig-
nal, npr. rastni faktor, pa tudi bakterije,
virusi, apoptotska telesa in nekrotske celice,
omogo(i pa jo prerazporeditev aktinskih fila-

mentov tik pod plazmalemo celice (10). Izvih-
ki oblikujejo z zunajceli¢nim matriksom
napolnjeno jamico, iz katere nastane vezikel
makropinosom (6). Ker v tem procesu ne
sodelujejo plascni ali kaksni drugi proteini,
ki bi vodili ali stabilizirali nastajajoci vezikel,
so makropinosomi zelo heterogeni tako v svo-
ji obliki kot tudi v velikosti (0,5-10 ym v pre-
meru), njihova membrana pa je po struktu-
ri enaka plazmalemi. Ker so tako veliki, celici
omogocajo zelo udinkovit, vendar neselekti-
ven privzem zunajceli¢nih molekul in ionov.
Pomembno vlogo imajo pri imunskem odzi-
vu. Makropinocitoza namre¢ omogoca zajem
vedje koli¢ine antigenov in nato njihovo pred-
stavljanje. Sodeluje tudi pri celi¢ni migraciji
in odstranjevanju apoptotskih teles, ta meha-
nizem pa mnogokrat izkoristijo tudi bakterije
in virusi za vstop v celico (npr. Salmonella
typhimurium) (6, 10, 16).

Makropinocitozi podobno vrsto endoci-
toze, prav tako s Stevilnimi membranskimi
izvihki —invadopodiji, izkori$¢ajo rakave celi-
ce. Rakave celice iztegujejo invadopodije
v zunajceli¢ni matriks, kjer s pomocjo topnih
in transmembranskih metaloproteinaz razgra-
dijo molekule zunajceli¢nega matriksa. Inva-
dopodiji nato endocitirajo sestavine matriksa,
ki se prenesejo do lizosomov. Taks$na vrsta
endocitoze moc¢no pripomore k hitrejsi inva-
ziji rakavih celic (2, 22).

Od klatrinov in kaveolinov
neodvisna endocitoza

Poleg Ze nastetih, dokaj dobro opisanih endo-
citotskih poti so poznane $e $tevilne poti, o ka-
terih pa vemo manj. Nekatere so od klatrina
in kaveolina neodvisne, nekatere so neodvi-
sne tudi od dinamina, pogosto pa so odvisne
od holesterola oz. lipidnih raftov (slika 2). Nji-
hove poti se lahko na nekaterih delih tudi pre-
pletajo (2). Tako se lahko podenota B toksina
kolere in GPI-vezani proteini, ki se po nava-
di nahajajo v lipidnih raftih in so na membra-
no vezani preko glikozilfosfatidilinozitolnih
sider, internalizirajo tako z endocitozo preko
poti, neodvisne od klatrina, povezane z zgod-
njimi endosomi, bogatimi z GPI-vezanimi
proteini (angl. clathrin independent carrier/
GPI-AP-enriched early endosomal compart-
ment pathway, CLIC/GEEC), kot tudi s floti-
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Tabela 1. Pregled mehanizmov endocitoze, njihove morfologije in fovora (2, 23—25). LDL — lipaproteini majhne gostote, FGF — epider-
malni rastni fakfor (angl. epidermal growth factor), GLIC/GEEC — angl. clathrin independent carrier/GPI-AP-enriched early endosomal

compartment pathway.
Vrsta endocitoze  Morfologija Tovor Vistop patogenov Slika
S klatrini vezikularna receptor prorein-kir}_uza, s profei 6 Toks[n am.ruksa,‘ podgnom B 3iqa ? —
posredovana povezani receptorji, transferin, toksing, virus gripe tipa A, R
endocifoza DL, EGF Listeria monocytogenes S
S kaveolini vezikuloma, GPl-vezani proteini toksin kolere, mikobakterije, ey ——
posredovana tubulovezikularna Toxoplasma gondii, Plasmodium ( )
endocifoza falciparum b
Fagocitoza oblike tovora patogeni, apoptotska felesa, Mycobacterium tuberculosis, &
celicni fragmenti Mycobacterium leprae, brucele, i '-1‘-
Salmonella enterica, Shigella flexneri = %=~
Makropinocitoza ~ membranski izvikki  oznatevalci tekote faze, adenovirus B fipa 3, AT
receptor proteinkinaza Salmonella typhimurium ::l
. N
Endocitoza preko  tubulara, oznatevaldi tekote faze, toksin kolere o
pofi CLIC/GEEC obrotasta GPl-vezani proteini | Jl
0d flofilina vezikuloma protektin (D59, proteoglikani toksin kolere — g
odvisna [ ]
endocitoza e

linom ter celo s klatrini in kaveolini posredo-
vano endocitozo (18).

Odkrite so bile $e $tevilne druge poti, ki
s0 poimenovane po prisotnosti ali odsotno-
sti klatrina, kaveolina, adapterskega proteina 2
(angl. adapter protein 2, AP2), dinamina, epsi-
na, adenozin-5'-difosfat (ADP) ribozilacijske-
ga faktorja 6 (angl. ADP-ribosylation factor 6,
ARF6) ali holesterola, vendar so slabo razi-
skane in v celicah manj pogoste, povezane
le z internalizacijo specificnih membran-
skih receptorjev (2). Taka je npr. od protei-
na RhoA odvisna endocitoza, s katero poteka
internalizacija receptorja za citokin inter-
levkin-2 (16, 18).

ENDOCITOTSKE POTI

Endocitotske poti vodijo v nastanek razlicnih
endocitotskih veziklov — endosomov, ki lah-
ko preko kompleksnih interakcij z drugimi
celi¢nimi predelki prinesejo svoj tovor in
membranske proteine do razlicnih lokacij
v celici. Vezikle lahko med seboj locimo po pri-
sotnosti ali odsotnosti dolo¢enih zanje zna-
C¢ilnih proteinov — markerskih proteinov. Ta

nacin dolocevanja pa ni povsem zanesljiv, saj
noben od mehanizmov razporejanja protei-
nov v vezikle ni povsem ucinkovit in marker-
ski proteini se tako lahko znajdejo tudi v drugih
veziklih in poteh. To je v veliki meri oteZilo
raziskovanje znotrajceli¢nih endocitotskih
poti, kljub temu pa lahko endocitotsko pot opi-

Semo z naslednjimi organeli s specifi¢nimi

funkcijami (26):

e zgodnji endosom, ki pravzaprav opisuje
dva endosomska organela: sortirajoci zgod-
nji endosom (SE) in reciklirajo¢i zgodnji
endosom (RE),

* pozni endosom ali multivezikularno telo in

* lizosom.

Sortirajoéi zgodnji endosom

Ko se novonastali endocitotski vezikel odce-
pi od plazmaleme, se zlije z drugimi na novo
nastalimi endocitotskimi vezikli in z Ze obsto-
jecim SE, pri cemer sodelujejo proteini SNARE
(angl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor attachment protein receptor), ki omogocajo
specifi¢no zlivanje membran (26). SE se obi-
¢ajno nahajajo na celi¢ni periferiji. Sestavlje-
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ni so iz vezikla s premerom okoli 400 nm in
tubularnih izrastkov s premerom okoli 60 nm,
v njihovi svetlini je pH priblizno 6,0 (27, 28).
SE je prvo razvejisée endocitotske poti, kjer
se zbirajo vezikli iz razli¢nih endocitotskih
poti in se endocitirane molekule usmerjajo na
ustrezne lokacije (27). Iz njega se lahko mole-
kule vrnejo na plazmalemo ali pa potujejo
naprej v notranjost celice bodisi v pozni endo-
som bodisi v RE (slika 4) (26, 29, 30).
Zaradi sorazmerno nizkega pH, ki povzro-
¢i konformacijske spremembe dolo¢enih
receptorjev, se vecina ligandov sprosti v svet-
lino SE. To je prvi korak v procesu sortiranja,
saj omogoca recikliranje receptorjev. Medtem
internalizirani tovor in deli membran, name-
njeni razgradnji, zorijo v pozni endosom, ne da
bi pri tem zapustili svetlino organela (9, 26, 31).
Preden se zoreci SE pomakne v osredje celi-
ce, se iz njega odstrani vecina molekul, name-
njenih recikliranju, pri tem pa se reciklira tudi
veliko membrane, ki se efektivno odceplja iz
temu namenjenih tubularnih struktur orga-
nela (26, 27). Pot recikliranja iz SE direktno
na plazmalemo imenujemo hitra pot recikli-
ranja in lahko potece Ze nekaj minut po inter-

nalizaciji (31). Endocitirani receptorji, ki jih
celica reciklira, imajo posebno sortirajoco
domeno, na katero se veZejo specifi¢ni protei-
ni in jih vkljucujejo v reciklirajoce dele mem-
brane. Tako se reciklirajo Stevilni receptoriji
za privzem makromolekul (27). Proteini,
namenjeni v pozni endosom, npr. s specific-
nim signalom aktivirani receptorji, pa imajo
na citoplazemsko domeno vezan ubikvitin,
76 aminokislinskih ostankov velik protein,
ki je sploSen signal za razgradnjo proteinov
(26, 27). Z njihovo internalizacijo in razgrad-
njo se signaliziranje prekine, celica pa je do
sinteze novih receptorjev neodzivna na speci-
fi¢en signal - ligand (26). V razgradnjo v poz-
nem endosomu se usmeri tudi vecina inter-
naliziranih ligandov, predvsem hranil (30).

Reciklirajoéi zgodnji endosom

Reciklirajo¢i zgodnji endosom (RE) je dolgo-
Ziv nabor tubularnih organelov s premerom
okoli 60 nm (slika 4). Proteini, ki se znajdejo
v RE, niso namenjeni razgradnji (28). Iz
njega molekule potujejo na razli¢ne lokacije,
vefinoma pa se vrnejo na plazmalemo, kar

membranskl (eECpEios

lizosemsaki ~
profain

faubikviliniran

ubikwiliniraa
resopror

Slika 4. Znotrajcelicno potovanje veziklov (33). Razlicni membranski proteini se internalizirajo v procesu endocitoze in zbersjo v sorti-
rajocem endosomu, od koder glede na svoje lastnosti (ubikvitinirani in neubikvitinirani proteini) potujejo na razlicne lokacije v celici
Nekateri receptorji, kot so npr. razlicni receptorji za privzem hranil (neubikvitinirani receptorji), se reciklirajo nazaj na membrano po
hitri ali po pocasni poti. Ubikvifinirani proteini se sorfirajo v pozne endosome, ki se, ko popolnoma dozorijo, z lizosomi zlijejo v hibridne
organele. Na tak nacin se razgradi fudi vsebina avtofagosomov.
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imenujemo pocasna pot recikliranja, saj v pri-
merjavi s hitro potjo preko sortirajocega endo-
soma (v manj kot 5 minutah) potrebuje
10-15 minut (26). Sortiranje in recikliranje
sta v RE veliko bolj regulirana kot v SE in pri
tem sodeluje vedji nabor regulacijskih protei-
nov, med katerimi ima zelo pomembno vlo-
go monomerni protein G ARF6, saj rekrutira
in interagira s Stevilnimi proteini, ki so
potrebni za oblikovanje vezikla, njegovo odce-
pitev in preoblikovanje aktinskih filamen-
tov (31). Sortiranje vetinoma poteka brez
signalnih zaporedij, ta pa so potrebna pri pola-
riziranih celicah, ki specifi¢ne proteine usmer-
jajo najprej v loCena predela RE, nato pa temu
ustrezno na apikalno ali bazolateralno plaz-
malemo (26, 31). RE je moc¢no povezan tudi
z biosintezno potjo in razporejanjem novo
nastalih proteinov, ki vanj pridejo iz Golgije-
vega aparata (32).

Pozni endosom
ali multivezikularno telo

Pozni endosom, imenovan tudi multivezi-
kularno telo, ima v lumnu $tevilne majhne
vezikle, dobro vidne s presevnim elektron-
skim mikroskopom, in v primerjavi z zgod-
njim endosomom Ze nekoliko bolj kisel pH
(pH 5,5-6,0) (9). Intraluminalni vezikli s pre-
merom 40-90 nm nastanejo z odcepljanjem
invaginacij endosomske membrane, kar se
v manjsi meri zacne Ze pri zgodnjih endoso-
mih, z njihovim zorenjem pa se $tevilo vezi-
klov povecuje (slika 4) (34). Nastanek teh
veziklov je edini nacin za ucinkovito raz-
gradnjo membrane in v njej usidranih ubik-
vitiniranih proteinov, saj je membrana samega
poznega endosoma mocno glikozilirana, kar
jo zasciti pred samorazgradnjo. Pri nastanku
intraluminalnih veziklov sodelujejo proteini
kompleksa ESCRT (angl. endosomal sorting
complex required for transport), ki oblikujejo
vezikel in vanj usmerjajo proteine, namenje-
ne razgradnji (29). Proteini kompleksa ESCRT
so citosolni proteini, ki se ob ustreznem sig-
nalu, npr. prisotnosti ubikvitiniranega recep-
torja za EGF v membrani endosoma, veZejo
na ubikvitiniran receptor in omogocijo ener-
gijsko zahteven proces invaginacije in nato
odcepitve tega dela endosomske membrane
v notranjost poznega endosoma. V primerja-
vi z drugimi vezikli v celici, ki nastajajo v ci-
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tosol, ti nastajajo iz citosola, zato proteini kom-
pleksa ESCRT, lahko delujejo le iz zunanje
strani poznega endosoma, sicer bi se tudi sami
vkljucili v razgradno pot (35). Razli¢ni pato-
geni, med njimi tudi ¢loveski virus imunske
pomanjkljivosti (angl. human immunodefi-
ciency virus, HIV) in virus Ebola, pa izkoris-
¢ajo proteine kompleksa ESCRT za izstop iz
celice, kar jim omogoca ucinkovito nadaljnje
razsirjanje okuzbe (36).

Vezikli v multivezikularnem telesu lahko
predstavljajo tudi zalogo transmembranskih
receptorjev, ki se lahko izlo¢ijo iz celice v ob-
liki eksosomov tako, da se pozni endosom zli-
je s plazmalemo (7). Tako sprosceni eksosomi
se lahko veZejo ali celo zlijejo s sosednjimi celi-
cami ali pa jih te endocitirajo. Predstavljajo
torej neke vrste komunikacijo med celica-
mi (37).

Pozni endosom lahko namesto majhnih
veziklov vsebuje tudi koncentricne membran-
ske lamele in ga imenujemo multilamelarno
telo. Multilamelarna telesa nastajajo z avto-
fagijo in imajo poleg encimske razgradnje tudi
funkcijo shranjevanja in izlocanja lipidov
(28, 38, 39).

Lizosomi so dinamic¢ni, z membrano obdani
organeli, ki v premeru merijo 0,2—0,5 um. Vse-
bujejo tevilne hidroliti¢ne encime, ki opti-
malno delujejo v kislem okolju (pH okoli
4,0-5,0). Kisel pH vzpostavljajo in vzdru-
jejo od adenozin-5'-trifosfata (ATP) odvisne
membranske protonske ¢rpalke s érpanjem
protonov (H*) v svetlino lizosoma. Membra-
na lizosoma vsebuje tudi $tevilne transport-
ne proteine, ki kon¢ne produkte lizosomske
razgradnje makromolekul prenesejo v citosol,
od koder jih celica izlo¢i ali pa ponovno upo-
rabi. Vecina lizosomskih membranskih pro-
teinov je moc¢no glikoziliranih, kar jih varuje
pred razgradnjo z lizosomskimi proteaza-
mi (34).

Do interakcije poznih endosomov in lizo-
somov prihaja v perinuklearni regiji celice,
kjer so pozni endosomi in lizosomi zbrani
okrog organizacijskega centra mikrotubulov.
Obstajajo Stevilne hipoteze, kako pride do pre-
nosa endocitiranega tovora iz poznega endo-
soma v lizosom. Med njimi sta z modeli najbolj
podprti hipoteza »kiss-and-run« in hipoteza
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Slika 5. Hipotezi prenosa tovora iz poznega endosoma v fizosom.

popolnega zlivanja lizosoma z endosomom
(slika 5). Pri modelu »kiss-and-run« prihaja do
ponavljajocih se kratkotrajnih zlivanj med
membranama endosoma in lizosoma, pri
¢emer se vsebini obeh pomesata. Pri modelu
popolnega zlivanja lizosoma z endosomom pa
nastane hibridni organel, ki nosi proteinske
oznacevalce obeh organelov (29, 40). Najver-
jetneje potekata oba tipa fuzije, pri Cemer
interakcijam tipa »kiss-and-run« sledi popol-
no zlitje v hibridni organel (40, 41). Nastali
hibridni organel je mesto razgradnje endoci-
tiranih molekul, lizosom pa deluje le kot
rezervoar hidroliticnih encimov. Ko se raz-
gradnja zakljudi, se sproZi recikliranje lizoso-
ma iz membrane hibridnega organela (41).

ENDOCITOZA IN VSTOP
PATOGENOV V CELICE

Ceprav lahko makrofagi uspe$no zaustavijo
patogene s fagocitozo, pa razli¢ni virusi in bak-
terije po endocitotskih poteh vseeno vstopajo
v razli¢ne tipe celic. Kar 65% virusov gri-
pe vstopi v celice z endocitozo, posredovano
s klatrini, ostali pa z od klatrinov in kaveli-
nov neodvisno endocitozo. Ce obe vrsti endo-
citoze zavremo, ugotovimo, da virusi gripe e
vedno lahko okuZijo celice, kar pomeni, da
lahko ti virusi uporabijo Se druge endocitot-
ske poti (2, 42).

Ce patogeni ne izstopijo iz endocitotske
poti pravocasno, se njihova pot k srec¢i kon-
¢a v lizosomih. A tudi to ne velja vedno, saj

lahko nekateri patogeni v membrano lizoso-
ma naredijo pore in iz njega izstopijo, spet
drugi izkoristijo endocitotske poti, ki name-
sto do lizosoma vodijo do Golgijevega aparata
ali celo endoplazemskega retikuluma. Podo-
ben mehanizem vstopa izkoristijo tudi neka-
teri toksini (npr. toksin kolere), s ¢imer se
izognejo razgradnji z lizosomskimi hidroliti¢-
nimi encimi (43).

ENDOCITOZA IN BOLEZNI

Okvare endocitotskih poti so znane pri raz-
liénih oblikah raka, miopatijah ter meta-
bolnih, duSevnih in nevrodegenerativnih
boleznih. Ve¢je mutacije v genih ali spremem-
be v delovanju markerskih proteinov endo-
citotskih poti, kot sta klatrin in kaveolin-1, pa
tudi pomoznih proteinov, kot so AP2, dinamin
in epsin, so smrtne v fazi zarodka. Ve¢inoma
so vzroki teh bolezni povezani s somatskimi
mutacijami, enojnimi nukleotidnimi polimor-
fizmi, povecanim ali zmanj$anim izraZanjem
nekaterih pomoznih proteinov ter s spremem-
bami molekul tovora (44, 45). Podrobneje
bomo povezavo z endocitozo opisali pri avto-
somno recesivni hiperholesterolemiji, Alzhei-
merjevi bolezni in vulgarnem pemfigusu.
Pri avtosomni recesivni hiperholestero-
lemiji je v krvi povi§ana koncentracija LDL
(ve¢ kot 3 mmol/l), podobno kot pri druzin-
ski hiperholesterolemiji, ki se deduje avto-
somno dominantno. Za razliko od druZinske
hiperholesterolemije, kjer je mutiran gen za
receptor LDL, je pri avtosomni recesivni
hiperholesterolemiji prisotna mutacija gena
za pomozni avtosomni recesivni hiperhole-
sterolemicni protein (angl. autosomal reces-
sive hypercholesterolemia protein, ARH). Zaradi
nefunkcionalnosti proteina ARH se receptor
LDL ne more povezati s klatrinom in pomoz-
nim proteinom AP2, zaradi Cesar je zbiranje
receptorjev LDL v podro¢ju klatrinske jamice
in njihova internalizacija onemogocena (46).
Alzheimerjeva bolezen pomeni hujsi
upad ali izgubo intelektualnih in spominskih
sposobnosti. Med bioloske oznadevalce Alz-
heimerjeve bolezni sodijo amiloidni plaki,
katerih Stevil¢nost je mocno povezana z ver-
jetnostjo za nastanek bolezni (47). Ti pla-
ki nastajajo v amiloidogenem procesu, ki se
zatne z od flotilina in holesterola odvisno
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endocitozo amiloidnega prekurzorskega pro-
teina (APP). V reciklirajoCem endosomu se
APP proteoliti¢no razgradijo na amiloidne
peptide beta (AP), ki se preko poznega endo-
soma transportirajo v zunajceli¢ni prostor. Tu
se AP zdruZujejo in tvorijo amiloidni plak.
Nedavne raziskave so pokazale, da utiSanje
flotilina z majhno interferencno RNA onemo-
goci endocitozo APP v Ziv¢nih celicah in vitro
in tako znacilno zmanj$a nastanek AP (48).
Z inhibicijo endocitoze APP bi tako v prihod-
nje lahko zmanj$ali nastanek AP in posledi¢-
no tudi amiloidnih plakov. Ce so amiloidni
plaki Ze prisotni, pa bi s sproZitvijo endoci-
toze lahko dosegli, da se endocitirajo in v li-
zosomih dokon¢no razgradijo.

Vulgarni pemfigus (lat. pemphigus vul-
garis) je avtoimunska bolezen, pri kateri se
tvorijo protitelesa proti dezmosomskemu pro-
teinu desmogleinu 3 (Dsg3). Vezava protite-
les na Dsg3 sproZi njegovo endocitozo, zaradi
Cesar se Stevilo dezmosomov v epidermisu
koZe zmanjsa. To se izraza v slabSanju povezav
med epitelijskimi koZnimi celicami in nastan-
ku intraepitelijskih akantoliti¢nih mehurjev,
ki hitro pocijo in se pocasi celijo, pri napredo-
vani bolezni pa se koza celo luséi v vedjih
zaplatah (49).

Ti in $tevilni drugi primeri kaZejo, da je
poznavanje molekularnih in funkcionalnih
mehanizmov endocitoze klju¢no za razume-
vanje osnovnih celi¢no-bioloskih procesov,
procesov nastajanja bolezni in tudi za smo-
trno iskanje novih oblik zdravljenja.

ENDOCITOZA IN VNOS
TERAPEVTSKIH UCINKOVIN

Poznavanje lastnosti in zahtev, specifi¢nih za
vsako endocitotsko pot, je omogocilo tudi
osnovanje makromolekularnih kompleksov -
struktur za tar¢ni vnos ucinkovin. U¢inkovi-
no lahko neposredno veZemo na molekulo ali
jo vgradimo v nosilni sistem, ki omogoca spe-
cifiéno vezavo na dolocen tip receptorjev in
s tem kopicenje v tarénem tkivu (50). S tem
zmanj$amo nezazelene ucinke in tudi pove-
¢amo dostavo ucinkovine v taréno tkivo. Z iz-
biro receptorjev in ligandov, ki jih veZemo na
nosilni sistem, pa lahko doseZemo tudi priv-
zem z natan¢no doloc¢eno endocitotsko pot-
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jo, kar je lahko klju¢no za pravilno delovanje
ucinkovine.

Mehanizem endocitotskega privzema je
namre¢ neposredno povezan z znotrajcelic-
no usodo ucinkovine. Nekatere poti, kot je npr.
s kaveolini posredovana endocitoza, se izog-
nejo lizosomski razgradnji, kar se izkori$¢a pri
vrsti zdravil, kjer je pomembno, da so mole-
kule zasc¢itene pred encimsko razgradnjo v li-
zosomih. Po drugi strani nekatera druga zdra-
vila za svoje delovanje izkoristijo kislo okolje
lizosoma, ki omogoca spro$¢anje ucinkovine
v citoplazmo (51).

Ustrezna kombinacija nosilca - vektorja
in udinkovine tako omogoca nadzorovano
dostavo v endosome in lizosome, kar lahko
uporabimo za zdravljenje raka, Alzheimerje-
ve bolezni in lizosomskih boleznih kopice-
nja (51-53).

V splosnem imajo razli¢ne z receptorji
posredovane endocitotske poti prednost pri
tarénem vnosu ucinkovin, saj specifi¢ni priv-
zem doseZemo z vezavo ustreznega liganda,
ki se obi¢ajno internalizira z dolo¢eno (Zeleno)
potjo. Najbolj je raziskana s klatrini posredo-
vana endocitoza, saj poleg tega da omogoca
sistemski privzem s splo$no izraZenimi recep-
torji, kot je npr. receptor za transferin, omo-
goca tudi bolj ciljan privzem preko receptor-
jev, ki se izrazajo le pri doloCenih celi¢nih
tipih, kot sta npr. receptor za EGF, ki je pre-
komerno izrazen v nekaterih tumorskih ce-
licah, ali receptor za asialoglikoprotein, ki
se izraza v hepatocitih. Endocitozo preko
transferina uporabljajo tudi za vnos skozi
moZgansko krvno pregrado v centralni Zivc-
ni sistem (54). Za internalizacijo s kaveolini
posredovano endocitozo se uporabljajo ligan-
di, kot so albumin, holesterol, folna kislina in
vitamin B, med katerimi sta slednja najbolj
obetavna za tar¢ni vnos ucinkovin, ki naj se
izognejo lizosomski razgradnji. Nosilni siste-
mi za kemoterapevtike, ki vstopajo po poti,
ki se izogne razgradnji v lizosomu, imajo
vezi, odvisne od pH, kar omogoca Ze njiho-
vo spro$canje v kislem okolju endosoma in
nato prehod do jedra celice (51).

Novejsi pristopi za vnos protitumorskih
ucinkovin uporabljajo tudi povecano izraza-
nje dolocenih receptorjev na rakavih celicah,
kot je npr. folatni receptor, ki se intenzivne-
je izraza kar pri tretjini rakavih obolenj (55).
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1z tega sledi, da lahko s specifi¢no kom-
binacijo nosilnih sistemov in vezanih mole-
kul doseZemo bolj specifi¢en vnos v dolocene
tipe celic. V zadnjem casu se raziskuje vrsta
nosilnih sistemov v obliki nanodelcev za ciljani
vnos ucinkovin.

POMEN ENDOCITOZE ZA
UPORABO NANODELCEV
V MEDICINI

V zadnjih desetletjih se je izjemno povecala
uporaba nanodelcev kot nosilnih sistemov za
vnos ucinkovin. Nanodelci so delci nanome-
trskih velikosti, ki imajo ravno zaradi svoje
majhnosti moznost prehajanja v celice pre-
ko razli¢nih poti endocitoze. Poleg tega ima-
jo veliko funkcionalno povrsino pri sorazmer-
no majhni masi, na katero lahko z ustrezno
povrsinsko obdelavo vezemo razlicne vrste
molekul, kot so ligandi, protitelesa in oligo-
nukleotidi. Za uporabo v biomedicinske name-
ne morajo imeti nanodelci naslednje lastnosti:
dobro definirano velikost, biokompatibilnost
ter ustrezne povrsinske lastnosti, ki omogo-
¢ajo prehajanje skozi razli¢ne bioloske pregra-
de (zunajceli¢ni matriks, epitelije, endoteli-
je) in vstop skozi celicno membrano v citosol
ali v tar¢ne organele. Pri sistemskem vnosu
nanodelcev intravenozno je tudi klju¢no, da
so prevleceni s plastjo npr. polietilenglikola,
ki jih »skrije« in jih za$citi pred fagocitozo.
Na podro¢ju biomedicine se trenutno
razvija vrsta razli¢nih aplikacij nanodelcev za
vnos ucinkovin, v diagnostiki pa se Ze uspe-
$no uporabljajo kot kontrastno sredstvo za
nuklearno magnetno resonanco (56, 57). Tre-
nutno poteka vrsta predklini¢nih in klini¢nih
raziskav, ki razvijajo razli¢ne formulacije
zdravil na osnovi nanodelcev kot nosilnih
sistemov za zdravljenje raka, kardiovaskular-
nih bolezni in infektivnih bolezni (57, 58).

Prednost uporabe nanodelcev je, da omogoca-
jo dostavo ucinkovine do tar¢nih tkiv, poveca-
jo stabilnost u¢inkovin in zmanjsajo stranske
ucinke na netar¢na tkiva. Vendar pa je trenut-
no registriranih in v uporabi le nekaj zdravil
na njihovi osnovi, npr. Abraxane® - albumin-
ski nanodelci s paklitakselom za zdravljenje
metastatskega raka dojke (59). Ena izmed ovir
za uveljavitev zdravil v kombinaciji z nano-
delci je zahtevno testiranje potencialnih sko-
dljivih u¢inkov nanodelcev.

Obstaja ve¢ vrst razlicnih nanodelcev,
v splo$nem pa jih delimo na liposomske, poli-
merne, neorganske (npr. magnetni nanodel-
ci), dendrimere, nanocevke, lipidne nanodel-
ce in razli¢ne oblike ve¢plastnih nanokapsul
(slika 6).
Privzem nanodelcev v celice so raziskovale
Stevilne raziskovalne skupine, ki so dokaza-
le, da gre v vecini primerov za nadzorovan in
aktiven proces endocitoze. Znano je, da je na
nivoju celice endocitotska pot privzema nano-
delcev odvisna od njihovih fizikalno-kemijskih
lastnosti (velikosti, oblike, povrsinskega nabo-
ja, hidrofilnosti ali hidrofobnosti, povr§insko
vezanih molekul), velik vpliv pa imajo tudi
Stevilni fizioloski dejavniki (temperatura, pH,
prisotnost seruma in rastnih faktorjev) ter
celi¢ni tip, saj imajo razli¢ne celice razlicno
izrazene endocitotske poti (47, 61). Znano je,
da zelo majhni nanodelci (manjsi od 10 nm)
laZje prehajajo skozi bioloske pregrade, teza-
va velikih nanodelcev ali agregatov nanodel-
cev, vedjih od 1.000 nm, pa je, da je njihova
mobilnost v tkivih slaba. Tako vecina biome-
dicinskih aplikacij uporablja nanodelce s pre-
merom 10-300nm. Veliki delci oz. njihovi
agregati lahko v celico vstopijo le z makropi-
nocitozo ali fagocitozo, ki omogocata nasta-
nek velikih endocitotskih veziklov (tudi do
nekaj pm v premeru). Vecina ostalih endoci-
totskih poti, kot sta s klatrini ali s kaveolini
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Slika 6. Prikaz razlicnih vrst nanodelcev (60).
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Slika 7. Kobalt feritni nanodelci, previeceni s poliakrilno kislino, vstopajo v epiteliiske celice frajne celicne linife, izolirane iz
ovaria kitajskega hrcka (angl. Chinese Hamster Ovary, CHO), z makropinocitozo (4) in z od klatrina odvisno endocitozo,
kot je razvidno iz nanodelcev, prisotnih v Klatrinski jamici (B) (63). Po infemnalizaciji delce najprej najdemo v zgodnjih endoso-
mih (C), ki dozorijo v pozne endosome (D, velika pustica) in v lizosome (D, majhna pustica). Merila ustrezajo velikosti 0,5 pm.
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posredovani, pa ima omejeno velikost vezi-
kla in s tem velikost tovora, ki se lahko inter-
nalizira (slika 7). Ker sta ti endocitozi pogosto
odvisni od specifi¢nih receptorjev, se z njima
vefinoma internalizirajo delci, ki imajo na
svoji povrsini vezane ustrezne ligande, ki so
nanje bodisi vezani bodisi so posledica adhe-
zije proteinov iz krvne plazme. S kaveolini
posredovano endocitozo so potrdili na primer
za s polietilenglikolom prevlecene liposom-
ske nanodelce z vgrajenim doksorubicinom
(Doxil®) za zdravljenje metastaskega raka jajé-
nikov, s klatrini posredovano endocitozo pa
so potrdili pri nanodelcih z vezanimi ligan-
di, kot sta npr. transferin in EGF (50, 62).
Kot Ze omenjeno, je ustrezna izbira endoci-
totske poti klju¢na zaradi znotrajceli¢ne uso-
de delcev. Za sistemsko dostavo ucinkovin
z nanodelci pa je kljuéno tudi, da se izogne-
mo fagocitozi z ustrezno pripravo povrsine
delcev. Poleg morebitne lizosomske razgrad-
nje na nivoju celice je pomembna tudi dolgo-
ro¢na usoda delcev v tkivih in na njih vezanih
komponent, $e posebno, ¢e ti niso biorazgra-
dljivi (npr. magnetni nanodelci). Dolgoro¢na
akumulacija delcev lahko vodi v celi¢ni stres,
nastanek reaktivnih kisikovih intermedia-
tov, zmanj$ano celino preZivetje, motnje
proliferacije, poskodbe DNA ali celo v celic¢-
no smrt. Pri vrednotenju nanodelcev moramo
zato upostevati ne le vpliv delcev na posamez-
ne celice, temvec¢ tudi na tkiva in organe.
Pot privzema nanodelcev in njihova zno-
trajceli¢na usoda je zapletena kombinacija
fizikalno-kemijskih lastnosti nanodelcev in
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