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Abstrakt

Autofagie je proces degradace bunécéné cytoplazmy, proteinii a organel zejména
v odpovéd’ na nedostatek zivin nebo poSkozeni bunéénych struktur. Modelovym organismem
pro vyzkum autofagie u eukaryot jsou kvasinkové organismy, zejména Saccharomyces
cerevisiae, v mensi mire pak Komagataella phapphi. Autofagii délime podle dvou kritérii
jednak na makroautofagii a mikroautofagii, druhak na selektivni a neselektivni autofagii. Pfi
makroautofagii se kolem degradovaného materidlu tvoti autofagozom, ktery nasledné fuzuje
s vakuolou. Mikroautofagie probiha ptimym vychlipenim a obalenim degradovaného materialu
vakuolarni membranou. Béhem neselektivni autofagie je sekvestrovana ndhodna ¢ast cytosolu,
selektivni autofagie slouzi ke specifické degradaci konkrétnich proteinti a organel. Vyzkum
autofagie ma znacny medicinsky vyznam kvtli tloze defektd autofagie v mnoha zavaznych

lidskych onemocnénich.

Kli¢ova slova: autofagie, mikroautofagie, makroautofagie, degradace proteint a organel, Atg

proteiny, Cvt draha, kvasinkovy organismus

Abstract

Autophagy is a process of degradation of the cell cytoplasm, proteins, and organelles. It
appears mainly as a response to a lack of nutrients or damage of cell structures and components.
Yeast Saccharomyces cerevisiae and also Komagataella phapphi are the main model
organisms for the research of autophagy. Autophagy is classified by two main criteria. Firstly,
we divide autophagy into macroautophagy and microautophagy. During macroautophagy, the
phagophore vesicle, called the autophagosome, is created around sequestrated cargo and then
fuses with the vacuole. Microautophagy is a process in which a vacuolar membrane directly
surrounds and sequester degraded cargo. During non-selective (bulk) autophagy, a random non-
specific portion of cytoplasm is degraded. On the other hand, selective autophagy serves as a
pathway for the degradation of specific proteins and organelles. Autophagy research has
nowadays a great medical significance thanks to the role of autophagy defects in a wide area of

human diseases.

Key words: autophagy, microautophagy, macroautophagy, protein and organelle degradation,

Atg protein family, Cvt pathway, yeast organism
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1 Uvod

Autofagie je evolucné konzervovany proces degradace organického materialu
v eukaryotickych bunkach. V uzsim smyslu slova k autofagii fadime bunécéné procesy, pii
kterych jsou bud’ nespecificka ¢ast cytoplazmy, nebo konkrétni proteiny ¢i organely
translokovany do vakuol (u vyssich eukaryot lysozom) buriky, kde jsou nasledn¢ degradovany.
Takové procesy zndme v soucasnosti tfi, makroautofagii, mikroautofagii a chaperony
zprostiedkovanou autofagii, kterd ale byla popsana pouze u vyssich eukaryot a u kvasinek

nebyla identifikovana.

Pfi makroautofagii vznikaji v cytoplazmé de novo dvojmembranové vacky zvané
autofagozomy (tvofené izolacni membranou), které se, v zavislosti na typu autofagie, tvoii
nespecificky ¢i specificky kolem degradovaného materidlu (Takeshige et al., 1992).
Bezprostfedné po svém vzniku fazuji vacky s vakuolarni membranou a jsou degradovany
v lumen vakuoly. Druhy typ autofagie, ktery v kvasinkach i vyssich eukaryotech nalezneme, je
mikroautofagie. Pfi mikroautofagii nevznikaji autofagozomy, ale vychlipujici se membrana
vakuoly zde pfimo obaluje nespecificky ¢i specificky degradovany material a vznikly vacek je

nasledné odskrcen do lumen vakuoly, kde je dale stépen.

Druhé déleni autofagie je na neselektivni, pii které je nespecificky obalovéna a
degradovéana nahodné ¢ast cytoplazmy buiiky, a selektivni, pfi niZ je preferenéné degradovana
konkrétni organela ¢i protein. Jak makroautofagie, tak i mikroautofagie mohou byt selektivni 1
neselektivni. Specifické proteiny nezbytné pro zajisténi funkéni autofagie nazyvame Atg
proteiny (Klionsky et al., 2003). Né&kolik z téchto proteinl tvoii autofagické core (jadro), které
je nezbytné pro vSechny typy autofagie a je jejich jednoticim prvkem. Dalsi Atg proteiny se
uplatiiuji jen u specifickych autofagickych drah a biosyntetické Cvt drahy, dopravujici do
lumen vakuoly prekurzor protedzy Apelp a mannosidasu Amslp (Klionsky ef al., 1992). Cvt
dréha sdili s autofagii fadu mechanismil, ¢asto byva fazena mezi selektivni typy makroautofagie

a je pouzivand jako jejich modelova dréha.

U kvasinek je autofagie indukovana zejména pii nedostatku Zivin (Takeshige et al., 1992).
Burnika diky ni ziskdva materidl pro syntézu proteinti a latek nezbytnych k pfeziti organismu.
Zastava vSak dulezité funkce ziejmé i v dalSich bunécnych procesech. Jednd se naptiklad o
selektivni degradaci poSkozenych peroxizomi ¢i mitochondrii, kterd mtze hrat dilezitou ulohu

jak v zachovani homeostazy bunky, tak v fizenych apoptotickych procesech.



Pro vyzkum autofagie u kvasinek se pouziva predevSim kvasinka Saccharomyces
cerevisiae. Zejména vyzkum pexofagie (selektivni degradace peroxizomu) probiha i na
metylotrofnich kvasinkdch Komagataella phapphi, diive zndmé jako Pichia pastoris, a
Hansenula polymorpha. Pokud v praci nebude vyslovné uvedeno jinak, veskeré poznatky zde

prezentované pochazi z vyzkumu a popisuji fungovani kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
1.1 Cile prace

Cilem prace je popsat zejména klicové molekuldrni mechanismy tvorby autofagozomu a
jeho degradace v neselektivni makroautofagii a Cvt draze, ktera je modelovym typem selektivni
autofagie. Rad bych se také zminil o obecné charakteristice selektivni makroautofagie a jejich
V zavéru své bakalarské prace bych rad ve stru¢nosti zminil pficiny systematického vyzkumu

a nastinit souc¢asné problémy, se kterymi se vyzkum autofagie u kvasinek potyka.



2 Poznamka k nomenklature

Nézvoslovi gentl a proteinti i€astnicich se autofagie v kvasinkéach bylo zpoc¢atku vyzkumu
této problematiky znacné nejednotné. Pro proteiny ucastnici se autofagie vzniklo nékolik
paralelnich oznaceni (Apg, Aut), ke kterym se ptidalo oznaceni proteint ucastnicich se Cvt
dréhy (Cvt). Ngkteré proteiny jsou nezbytné jak pro funkci degradacni neselektivni
makroautofagie, tak i biosyntetické Cvt drahy, a nesly tak paralelni oznaceni Aut/Cvt nebo
Apg/Cvt, ptipadné i Aut/Apg/Cvt. V textu mé bakalatské prace budu pro tyto proteiny pouzivat
jednotné oznaceni zavedené v roce 2003 (Klionsky et al, 2003), které je v souasné dobé

vSeobecné pfijimané a rozsiiené.

Nejasnosti v odborné literatufe panuji i nad samotnym oznacenim typl autofagie. Pro
piehlednost se v textu budu drzet striktniho oznaceni neselektivni makroautofagie (v literature
Casto referovand pouze jako ,autofagie‘ ¢i ,neselektivni autofagie®), selektivni makroautofagie
(v literatufe Casto referovana jako ,selektivni autofagie‘), Cvt draha (v literatuie Casto fazena

mezi selektivni makroautofagii), neselektivni mikroautofagie a selektivni mikroautofagie.



3 Neselektivni makroautofagie

Ziejm¢ nejkomplexnéji probadanym typem autofagie u kvasinek je neselektivni
makroautofagie. Béhem ni se z tzv. PAS (phagophore-assembly-site) mista vzniku fagogoru v
blizkosti bunécné vakuoly tvoii kolem nespecifické Casti cytoplazmy s nahodnym obsahem
proteinti ¢i organel dvojmembranovy vacek, tvofici autofagozom o priméru 300-900 nm
(Takeshige et al., 1992). Ptivod membrany tvofici autofagozom je predmétem diskusi, prvotnim
zdrojem by ziejm¢é mohla byt jadernd membrana, od které se odstépuji vacky nazvané alfazomy
(Baba et al., 2019). Pfi nasledné expanzi fagoforu kolem degradovaného materialu a vytvoieni
uzavieného autofagozomu je pak zfejm¢ vyuzita membrana endoplazmatického retikula
(Kotani et al., 2018). Po wuzavieni materidlu ureného k degradaci a vzniku
dvojmembranového autofagozomu fuzuje vnéjsi membrana vacku s membranou vakuoly.
Vnitini membrana i s obsahem uréenym k degradaci, nazyvana autofagické télisko, se ocitd

v lumen vakuoly, kde je degradovéna mistnimi proteazami (Takeshige ef al., 1992).
3.1 Atg proteiny, PAS a tvorba autofagozomu

V reakci na aktivaci autofagie pomoci specifickych indukénich drah se nejprve do PAS
rekrutuji proteiny specifické pro neselektivni makroautofagii (obr. 1). Jednd se zejména o
skupinu proteinil, pro néZ se v literatufe ujalo oznaceni Atg (autophagy-related) (Klionsky et
al., 2003). Proteinti, Gcastnicich se vzniku PAS, tvorby autofagozomu a jeho nasledné fuze
s vakuolou, je dosud popsano nékolik desitek. U Atg proteint klicovych pro spravnou funkci
neselektivni a ¢astecné 1 selektivni makroautofagie a Cvt dréhy se v literatute setkdme na déleni
do péti zakladnich skupin, které uzce souvisi s jejich konkrétnimi rolemi pii tvorbé
autofagozomu. Za indukci neselektivni makroautofagie zodpovida Atglp kindza a jeji
regulatory (kap. 3.1.1). Atglp kindzovy komplex je zodpovédny za lokalizaci membranového
proteinu Atg9p do PAS, ktery spolu s komplexem Atg2p-Atgl8p stoji za expanzi membrany
fagoforu a uzavieni autofagozomu (kap. 3.1.2). Kli¢ova pro rekrutovani proteinii Atg2p a
Atgl8p do PAS je fosforylace fosfatidylinositolu (PtdIns) pomoci proteinu Atgldp a
fosfatidylinositol-3-kindzového (PtdIns3 kindzového) komplexu (kap. 3.1.3). Atgl2p
ubiquitin-like konjuga¢ni komplex (kap. 3.1.4) a Atg8p ubiquitin-like konjugaéni komplex
propojuji Atg8p s fosfatidylethanolaminem (PE). Vznikly Atg8p-PE, ma dulezitou roli
v indukeci tvorby fagoforu (kap.3.1.5).
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Obrazek X: Tvorba autofagozomu v PAS. Po navazani core Atg proteintl a expanzi fagoforu je klicovym
zdrojem membrany ERES endoplazmatického retikula (kap. 3.1.2). Podle (K. Suzuki et al., 2013).

3.1.1 Atglp Ser/Thr protein-kinazovy komplex

Na pocatku vzniku PAS v neselektivni makroautofagii je skupina proteinil interagujicich s
proteinem Atglp. Atglp je serin/threoninova protein-kindza s kindzovou doménou nachézejici
se na N konci aminokyselinového fetézce proteinu. Fosforylacni stav a kindzova aktivita
proteinu Atglp hraje spolu s jeho ostatnimi regulatory klicovou roli v indukci autofagie a
formaci autofagozomu v situaci, kdy kvasinka trpi nedostatkem zivin (Matsuura et al. 1997;
Papinsky et al., 2014). Protein Atglp i s nim asociované proteiny jsou nepostradatelné nejen

pro nespecifickou, ale i pro specifickou makroautofagii a Cvt drdhu (S. V. Scott et al., 2000).

Klicovou roli v aktivaci Atglp kinazy a indukci autofagie v reakci na nedostatek zivin
hraje TORCI draha, v poslednim kroku reprezentovand TORC1 komplexem. Protein Torlp
(target of rapamycin) je kindza ptibuzna fosfatidylinositol-3-kindze (PtdIns3 kindze),
zodpovédna za regulaci bunécného cyklu v reakci na dostupnost Zivin, mimo jiné i dusiku
(Thomas & Hall, 1997). Jeho nedostatek zplsobuje inaktivaci TORCI1 dréhy, vedouci k
zastaveni bunky v G; fazi buné¢ného cyklu (Heitman et al., 1991). Kromé TORCI1 komplexu
je za indukci autofagie v kvasinkach zodpovédna 1 Ras/PKA signélni draha, kterd je dilezitym
komponentem kontroly bunéfného rlstu kvasinky. Ras/PKA signalni drédha reguluje
neselektivni makroautofagii negativné a zvySend hladina jeji signalizace tak neselektivni
makroautofagii inhibuje (Noda & Ohsumi, 1998; Budovskaya et al., 2004). Ob& drahy ptisobi
nezavisle na sob¢ defosforylaci proteinu Atgl3p, ktery se po aktivaci vaze na proteiny Atglp a
Atgl7p, ¢imz zprostfedkovava jejich vzdjemnou vazbu a indukuje vznik autofagozomu

(Kamada et al., 2000; Kabeya et al., 2005; Stephan et al., 2009).



.....

vzniku autofagozomu. Analogické funkce v selektivni makroautofagii plni scaffoldovy protein
Atgllp, ktery je kli€ovy pro piepinani mezi Cvt drahou a neselektivni makroautofagii (kap.
4.4). Atgllp pravdépodobné interaguje 1 s proteinem Atgl7p béhem neselektivni
makroautofagie (Suzuki et al., 2007, Mao et al., 2013; Matscheko et al., 2019). Starsi studie
predpokladaly, Ze po defosforylaci proteinu Atgl3p se dimerizovany protein Atgl7p vaze na
protein Atglp. Tato vazba by umoznila tvorbu pentamerického Atglp kindzového komplexu
Atglp-Atgl3p-Atgl 7Tp-Atg29p-Atg31p (Kawamata et al., 2008; Kabeya et al, 2009;
Stjepanovic et al., 2014). Strukturni studie ukazaly, Ze komplex Atgl7p-Atg31p-Atg29p tvori
dimerickou strukturu ve tvaru S, v jejiz jadfe nalezneme dva proteiny Atgl7p, na které se na
obou koncich struktury vazi globularni proteiny Atg29p a Atg31p (obr. 2). Fosforylace obou
téchto proteini ovliviiuje konformaci komplexu (Mao ef al, 2013; Chew et al., 2018).
Vyzkumy piedpokladaly, Ze takto poskladany komplex je klicovy pro vazbu subkomplexu
Atglp-Atgl3p do PAS (Kabeya et al., 2009; Mao et al., 2013). Nov¢jsi studie ale ukazuji, ze
defosforylovany protein Atgl3p svoji vazbou do komplexu Atgl7p-Atg29p-Atg31p ziejmée
vyvazuje proteiny Atg29p a Atg31p a uvoliiuje vazebnd mista proteinu Atgl7p pro vazbu
proteinu Atg9p vackd, jejich lokalizaci do PAS a expanzi fagoforu (Rao et al., 2016).

/At931
P Atg29

Dimerization
interface

Atg17

Obrazek 2: Struktura Atgl7p-Atg29p-Atg31p komplexu. Jadro tvoii dimerizovany protein Atgl7p, na
jehoz konce se vazi Atgp9 vacky, stejné jako inhibitory této interakce, globularni proteiny Atg29p a Atg31p.
Podle (Chew et al., 2018).

Komplex Atgl7p-Atg31-Atg29p pravdépodobné plni funkei 1 pifi fuzi jiz uzavieného
autofagozomu s membranou vakuoly rekrutaci SNARE proteinuVam7p do PAS (viz kap 3.2)
(Liu et al., 2017).



3.1.2 Membranovy protein Atg9p a komplex Atg2p-Atgl8p

Dal§im v hierarchii proteind, ktery se po Atglp proteinkindze a sni asociovanych
proteinech vaze do PAS, je protein Atg9p (Suzuki et al., 2007). Aminokyselinova sekvence
transmembranového proteinu Atg9p obsahuje osm hydrofobnich transmembranovych domén a
dvé delsi hydrofilni domény na N a C konci proteinu (Noda et al., 2000). Protein Atg9p je
substratem pro Atglp proteinkindzu, ktera jej fosforyluje a aktivuje tak fadu jeho funkci. Jednou
znich je vazba proteinu Atg8p i proteinového komplexu Atg2p-Atgl8p do PAS, kterd je

nezbytnd pro indukci expanze membrany autofagozomu (obr. 3) (Papinski et al., 2014).

Obrazek 3: Fosforylace proteinu Atg9p a jeho lokalizace do PAS. Podle (Papinski et al., 2014).

Pii vazbé proteinu Atg9p do PAS nebyla vylouc€ena Gc€ast proteinu Atgl1p, ktery plni tuto
funkci v Cvt draze (He et al., 2006), zdélo se vSak, Ze ovliviiuje vazbu proteinu Atg9p do PAS
1 v makroautofagii. Dal§i vyzkum pfinesl informaci, Ze hlavni Glohu ve vazbé proteinu Atg9p
do PAS ma ptedevsim N koncova, tzv. HORMA doména proteinu Atgl3p a samotna interakce
proteini Atg9p a Atgl1p neni k indukci neselektivni makroautofagie dostacujici. (Suzuki et al.,
2015). V rozporu s timto zjisténi stoji nékteré predchozich vyzkumy i nové;jsi studie, pfisuzujici
roli vazby Atg9p vacka do PAS proteinu Atgl7p (Rao et al., 2016). Dalsim faktorem
pomahajicim vazb¢ proteinu Atg9p do PAS muze byt protein Trs85p (Kakuta et al., 2012;
Backues et al., 2015). Vazba Atg9p do PAS je zfejmé ovlivnéna i kindzovou aktivitou enzymu
Atglp, ktery ovlivituje dynamiku jeho interakce pomoci fosforylace proteinu Atg9p (Sekito et
al., 2009).

Membréanovy protein Atg9p se vyskytuje v buiice na membrané Atg9p vackt. Atg9p vacky
jsou jednomembranové struktury méfici v priméru 30-60 nm, které obsahuji okolo 30 molekul
proteinu Atg9p. Tyto vacky jsou odskrcovany z Golgiho aparatu za dosud ne zcela objasnéné
ucasti proteini Atg23p a Atg27p, které se na formaci Atg9p vacku podileji. Atg27p je
transmembranovy protein, ktery shlukuje protein Atg9p na specifickych subdoménach Golgiho
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aparatu. Na nich se nasledné na protein Atg9p vaze protein Atg23p, ktery pomaha stabilizovat
shluk proteinii Atg9p pfi odSkrcovani Atg9p vacki z membrany organely (Yen & Klionsky,
2007; Backues et al., 2015). Atg9p vacky se v ristovém stadiu buiiky patrné volné¢ pohybuji po
celé cytoplazmé, nékteré starsi studie vSak tvrdi, Zze se shlukuji v rezervoarech pobliz
mitochondrii (Mari ef al., 2010; Yamamoto et al., 2012). Pti hladovéni bunky a indukci
autofagie lokalizuji Atg9p vacky jednotlivé do PAS, kde jich staci pouze nékolik pro indukci
tvorby autofagozomu. Atg9p vacky nejsou zdrojem lipidi pro cely autofagozom, ucastni se ale
prvni faze jeho tvorby. Za kandidata na dal$i dilezity zdroj materidlu pro tvorbu membrany
autofagozomu jsou povazovany tzv. ERES (endoplasmatic reticulum exit sites) (viz dale)
(Graef et al., 2010; Kotani et al., 2018). Po vzniku autofagozomu se protein Atg9p vyskytuje
na vn¢j$i membrané fagoforu, béhem flze autofagozomu s vakuolou a bezprostiedné po ni je
ale recyklovan zpét do Atg9p vackil a nezlistdva na vakuolarni membrané (Graef ef al., 2010;

Yamamoto et al., 2012).

Kromé vySe popsaného plni membranovy protein Atg9p béhem vzniku autofagozomu i
funkeci pii vazbé proteinového komplexu Atg2p-Atgl8p do PAS. Proteinovy komplex Atg2p-
Atgl8p zprostiedkovdva vazbu mezi fagoforem v PAS a membrédnou endoplazmatického
retikula, umoznujici transport lipidi a expanzi vznikajiciho autofagozomu. Protein Atg2p se
vaze na vznikajici membranu v PAS diky svému C koncovému amfipatickému a-helixu. Pti
vazbé na membranu v PAS misté rozezndva protein Atg2p pfitomnost v lipidové vrstvé
zakotveného fosfatydilinositol-3-fosfatu (PtdIns3P), ktery je fosforylovan PtdIns3 kindzovym
komplexem (kap. 3.1.3). PtdIns3P neni pro vazbu proteinu Atg2p na membranu vznikajiciho
fagoforu esencidlni, zvySuje ale jeho afinitu k lipidové vrstvé. Pro vazbu proteinu Atg2p do
PAS neni nezbytna ani vazba s membranovym proteinem Atg9p, interakce obou proteint je ale
vyzadovana pro spravnou distribuci proteinu Atg2p na fagoforu a navazani proteinu Atgl8p do
PAS. Protein Atgl8p vyzaduje pro svoji lokalizaci do mista vzniku jak asociaci proteinu Atg2p
s proteinem Atg9p, tak asociaci s PtdIns3P. Cely proces vede ke vzniku proteinového komplexu

Atg9p-Atg2p-Atgl8p (Kotani et al., 2018; Sanchez et al., 2018; Osawa et al., 2019).

Funkce proteinu Atg2p zistavala dlouho neznama a jeho klicova tloha v expanzi
autofagozomu byla objasnéna az ptred nékolika lety. Rozhodujici tlohu ve funkci proteinu
Atg2p hraji jeho N a C koncové domény. Jak jiz bylo popsano vyse, C termindlni doména nese
amfipaticky a-helix, ktery se vdZe na membrany a spolu s proteinem Atgl8p zprostiedkovava
vazbu proteinu Atg2p do PAS. Preferen¢ni vazba do PAS je zajisténa jednak interakci proteinu

Atgl8p s PtdIns3P, za druhé pak vazbou proteinu Atg2p primarné na membrany nesouci
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zakiiveni odpovidajici priméru vznikajiciho fagoforu v PAS. N konec proteinu Atg2p se
naopak vaze na membranu endoplazmatického retikula a zprostiedkovava tak vazbu mezi PAS

a ERES subdoménami endoplazmatického retikula (Kotani et al., 2018).

Po vazbé obou membran zajistuje protein Atg2p taktéz transfer lipidi z membrany
endoplazmatického retikula na membranu vznikajiciho autofagozomu (obr. 4). Atg2p tvofi
piemosténi mezi obéma membranami a skrze jeho hydrofobni kanal putuji fosfolipidy, bez
nezadouci pfimési membranovych proteinli, z endoplazmatického retikula na membranu
autofagozomu. Tato interakce nevyzaduje ke svému fungovani energii ve formé ATP, detaily

celého procesu ale zatim nejsou podrobné zndmy (Osawa ef al., 2019).

Membrane source
(ER exit site)

Phospholipid

/ Extraction

Membrane protein : .
Basic residues

Block

Atg2

Transfer

p-sheet rich structure

Expansion

Edge of IM
(Protein-poor membrane)

Obrazek 4: Transport lipidii z ERES na fagofor vznikajiciho autofagozomu zprosttedkovany Atg2p-
Atg18p komplexem. Podle (Osawa et al., 2019).

3.1.3 Atgl4p a fosfatidylinositol-3-kinazovy komplex

Protein Vps34p je kvasinkovad PtdIns3 kiniza. V buiice tvoii minimélné dva PtdIns3
kinazové komplexy I a II. Oba komplexy jsou tvofeny proteiny VpslSp, Atg6p (také
nazyvanym Vps30p), Vps34p a typové specifickymi proteiny Atgl4p, Atg38p (komplex I) a
Vps38p (komplex II), které urcuji konkrétni funkci komplexu v rdmci buiiky (obr. 5). Komplex
II s proteinem Vps38p plni svoji funkci v tzv. Vps draze (vacuolar protein sorting pathway),

tedy v draze transportujici proteiny z Golgiho aparatu do vakuoly. Minoritn€ zastoupeny



komplex I obsahujici protein Atgl4p mé svoji nezastupitelnou tillohu v degradacni autofagické
i biosyntetické Cvt draze. Ulohou komplexu v PAS je fosforylace PtdIns na PtdIns3P, jenz
nasledné rekrutuje dalsi dtlezité Atg proteiny do mista vzniku autofagozomu. Protein Atgl4p
plni v PtdIns3 kinazovém komplexu I funkci pfi vazbé vSech komponent a pomoci coiled-coil
struktur na N terminalni doméné propojuje protein Atgbp a subkomplex Vpsl5p-Vps34p do
funkéniho komplexu. Analogickou funkci plni v komplexu Il protein Vps38p (Araki et al.,2013;
Kametaka et al., 1998; Kihara et al., 2001; Obara et al., 2006).

Complex I Complex I1

frs?) &

Atgl4-dependent

(19 ®
=

PAS* Endosome
Autophagy Vacuolar protein sorting

e

Vps38-dependent

Obrazek 5: Dva typy PtdIns3 kinazového komplexu. Komplex I s proteinem Atgl4p funguje v autofagii a
Cvt draze, komplex II s proteinem Vps38p ve Vps draze. Na schématu chybi souc¢ast komplexu I, protein
Atg38p. Podle (Obara & Ohsumi, 2011).

Na autofagozom se PtdIns3 kindzovy komplex I vdze pomoci BARA domény (a-f
repeated, autophagy-specific), tedy C termindlni domény proteinu Atg6p, tvofené tfemi
repeticemi B-listi a a-helixti. Opacnd, N koncovd doména proteinu Atgbp ma specifickou
funkci ve Vps draze. Centralni CCD (coiled-coil domain) doména véaze protein Atgl4p, se
kterym tak protein Atgbp utvaii subkomplex Atg6p-Atgldp lokalizujici do PAS.
Komplementace PtdIns3 kindzového komplexu by v navrhovaném modelu probihala aZ na
membran¢ fagoforu, na které by se do n¢j samostatné€ vazal i protein Vps15p (Obara et al., 2006;
Noda et al., 2012). Pavodni vyzkumy navrhovaly, Ze PtdIns3 kindzovy komplex vaze na povrch

vznikajiciho fagoforu v PAS HORMA doména proteinu Atgl3p, podle dalSich studii se ale jevi
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pravdépodobné, Ze za vazbou komplexu do PAS stoji membranovy protein Atg9p obsazeny

v Atg9p vaccich (Jao et al., 2013; Suzuki et al., 2015).
3.1.4 Atgl2p ubiquitin-like konjuga¢ni komplex

Degradace proteinit pomoci ubiquitin-proteazomalni drahy probiha pomoci piipojeni
ubiquitinu na protein urc¢eny k degradaci v proteazomu. K pfipojeni ubiquitinu na protein slouzi
E1-3 proteiny. Protein Elp aktivuje za spotieby ATP ubiquitin, ktery se nasledné¢ vaze na
protein E2p. Do hry poté vstupuje protein E3p, jenz piipojuje C-konec ubiquitinu na lyzinové
zbytky proteinu uréeného k degradaci. Ubiquitin-like proteiny plnici v buiice rozmanité funkce
sdileji s E proteiny ¢i ubiquitinem ¢aste¢nou sekvencni, strukturni ¢i funkéni homologii (review

napt. Hershko & Ciechanover, 1998).

Atg12p ubiquitin-like konjuga¢ni komplex je v makroautofagii klicovy pro vazbu proteinu
Atg8p na PE lipidové membrany vznikajiciho autofagozomu. Protein Atgl2p tvofi pomoci
svého C termindlniho konce komplex s proteinem AtgSp. Interakci obou proteinid
zprostiedkovava za spotfeby ATP ubiquitin E1 like protein Atg7p, ktery diky energii vzniklé
Stépenim ATP aktivuje protein Atgl2p. Aktivovany protein Atgl2p se nasledné vaze na protein
Atgl0p, jenz funguje jako ubiquitin E2 like protein a umoziuje vazbu proteinu Atgl2p na

protein AtgSp (Mizushima et al., 1998; Shintani et al., 1999).

Vazba proteinu Atgl2p na protein AtgSp indukuje vazbu proteinu Atgl6p na protein
Atg5p a vznika tak konjugacni komplex Atgl2p-AtgSp-Atgl6p (Kuma, et al., 2002; Mizushima
et al.,, 1999). Tento komplex slouzi jako E3 like ubiquitinligdza, kterd pomoci interakce
s proteinem Atg3p a membranovym PE zprostfedkovava pienos proteinu Atg8p z proteinu
Atg3p na PE (obr. 6) (kap. 3.1.5). Klicovou funkci pfi této reakci hraje zejména ireverzibilné
spojeny komplex proteini Atgl2p-AtgSp, protein Atgl6 patrné plni ulohu lokalizace
konjugacniho komplexu Atgl2p-AtgSp-Atglép do PAS, ¢imZ reguluje interakci komplexu se

substratem a kontroluje tak miru lipidace proteinu Atg8p v bunice (Hanada et al., 2007).
3.1.5 Atg8p ubiquitin-like konjugacni komplex

Atg8p je hydrofilni ubiquitin-like protein o velikosti 117 aa. Ihned po syntéze proteinu je
Stépen jeho C konec protedzou Atgdp. Odhali se tak glycinovy zbytek, jimZ se protein Atg8p
vaze na membranovy PE (Lang et al., 1998; Ichimura et al., 2000; Kirisako et al., 2000). Stejné
jako u ubiquitinu, vazbu proteinu Atg8p na PE zprostfedkovavaji E1, E2 a E3 like proteiny. E1
like enzymem je protein Atg7p, ktery katalyzuje vazbu proteinu Atg8p a na E2 like protein

11



Atg3p (Ichimura et al., 2000). Pfenos proteinu Atg8p z E2 like proteinu Atg3p na membranovy
PE zprostiedkovava konjugacni E3 like komplex Atgl2p-AtgSp-Atgl6p (obr. 6) (kap. 3.1.4).
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Obrizek 6: Schéma ubiquitin-like konjugace proteinu Atg8p s PE. Podle (Zens ef al., 2015).

Protein Atg8p funguje v PAS jako scaffolfovy protein, na ktery se s nim interagujici
proteiny vazi pomoci AIM (Atg8-family-interacting motifs) (Noda et al., 2008; Noda et al.,
2010). Jedna se jak o proteiny klicové v neselektivni makroautofagii, napiiklad Atglp kinazu,
tak pfedevsim receptorové proteiny selektivnich autofagickych drah (kap 4.3) (Kraft et al., 2012;
Nakatogawa et al., 2012). Jednou z dilezitych funkci proteinu Atg8p je vazba s proteinem
Atg38p, ktery je soucasti PdtIns3 kindzového komplexu I. Tato interakce zprostfedkovava
pozitivni zp&tnou vazbu a je dileZzita pro zesileni lokalizace od Atg8p upstream plsobiciho
PtdIns3P kindzového komplexu, a tim padem i Atg proteinti downstream od né&j pisobicich,
veetné proteinu Atg8p, do PAS (Yu et al.,, 2020). Pied fuzi autofagozomu s vakuolou
defosforyluje fosfatdza Ymrlp PE, diky ¢emuz je z autofagozomu uvolnén nejen protein Atg8p,
ale 1 dalSi Atg proteiny, jejichZ vazba v PAS na proteinu Atg8p zavisi. Atg proteiny se tim
padem vraci do cytoplazmy, ve které mohou formovat nové autofagozomy (Cebollero, 2012).
Defosforylace PE fosfatdzou Ymrlp je zfejmé kli€ova 1 pro dalsi pribeh makroautofagie. Diky
defosforylaci PE totiz z autofagozomu disociuje protein Atgl7p a uvoliiuje se PX doména

proteinu Vam7p, ktery nésledné zprostiedkovava fizi vnéj$i membrany autofagozomu
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s membranou vakuoly (Liu et al., 2017). Z vné&j$i membrany autofagozomu miize byt protein

Atg8p odstranén i St€penim cysteinovou proteazou Atgdp. (Kirisako et al., 2000).

Jednou z kliCovych funkci proteinu Atg8p je ziejmé vazba autofagickych proteina
k membrané vznikajiciho fagoforu. Podle novych poznatkii se Atg8p nachdzi na membrané
neddvno popsanych alfazomii, vackt vznikajicich odsStépenim z jaderné membrany, které
obsahuji Atg8p-PE. Alfazomy by mohly byt hledanym zdrojem prvotni membrany PAS, na
kterou by byly core Atg proteiny rekrutovany vazbou s Atg8p-PE. S membranou by nasledné
fuzovaly Atg9p vacky a po vytvoreni kanalu mezi PAS a ERES pomoci komplexu Atg2p-Atg8p
by byla dokoncena tvorba autofagozomu (Baba et al., 2019).

3.2 Fuze autofagozomu s vakuolou a degradace materialu

Z PAS vzniklé autofagozomy bezprostiedné fuzuji s vakuolou, ve které jsou nasledné
degradovany (Takeshige et al, 1992). S vakuolou flzuje pouze vnéj§i membrana
autofagozomu, vnitini membrana se do lumen vakuoly dostava jako jednomembranové
autofagické télisko (autophagic body) (Baba et al., 1994). Fuzi s vakuolou umoznuje protein
Vam7p rodiny SNARE, ktery je do PAS lokalizovan komplexem proteinli Atgl7p-Atg31p-
Atg29p spolu s proteinem Atgl1p, ktery je ale schopen do PAS lokalizovat protein Vam7p i
samostatné. Protein Vam7p se vdze na protein Atgl7p pomoci SNARE domény a s proteiny
Atgl7p 1 Atgl1p interaguje pomoci helix-helix interakce (Liu et al., 2017). Aktivace proteinu
Vam7p a nésledné fuze autofagozomu s vakuolou zavisi na defosforylaci PE Ymrl1p fosfatazou
(kap. 3.1.5). Vnitini membrana autofagozomu je v lumen vakuoly degradovdna pomoci
glykosylovaného proteinu AtglSp, ktery nese lipasové aktivni misto a do vakuoly se dostava
nezavisle na autofagické draze transportem pies endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex.
Lipadzova aktivita proteinu je aktivovdna interakci s komponentem vnitfni membrany
autofagozomu, nesoucim funkci ko-lipazy, ¢imz se pfedchazi paralelni degradaci vakuolarni

membrany (Epple ef al., 2001; Teter ef al., 2001).

Po rozstépeni membrany autofagozomu je jeho obsah degradovéan. K tomuto procesu je
nezbytnd pfitomnost funkéni protonové pumpy H'-ATPéazy lokalizované na vakuolarni
membrang, ktera vytvaii protonovy gradient a acidifikuje lumen vakuoly (Nakamura et al.,
1997). Samotnou degradaci autofagického materialu zajistuje zejména proteaza B, ktera je ve
vakuole aktivovéana S§tépenim svého prekurzoru proteazou A (Takeshige ef al., 1992). Dalsi
funkci protedzy B je Sté€peni a aktivace prekurzoru aminopeptidazy I, kterd je do lumen vakuoly

dopravovana v autofagickych a Cvt vaccich (kap. 4) (Klionsky et al., 1992).
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4 Cvtdraha

Vakuolarni protedzy aminopeptidaza I (Apelp) a a-mannosidaza (Ams1p) jsou do vakuoly,
na rozdil od vétSiny ostatnich proteaz, které jsou do lumen transportovany pomoci Vps drahy,
dopravovany v autofagickych vaccich (Baba et al., 1997). Neselektivni makroautofagie je
indukovéna pfi nedostatku zivin a z n€j vyplyvajiciho hladovéni buiky, Apelp i Amslp jsou
oproti tomu do vakuolarniho lumen dopravovany i za optimalnich riistovych podminek. K tomu
u kvasinek slouzi konstitutivni biosynteticka Cvt (cyfoplasm-to-vacuole) draha, kteréd
s neselektivni makroautofagii sdili ¢ast proteinového aparatu a Casto byva zatazovana jako
specialni typ selektivni makroautofagie (Klionsky et al., 1992; Harding et al., 1996; Oda et al.,
1996; Scott et al., 1996). Cvt draha byla dosud popsana pouze u kvasinek, u vyssich eukaryot
identifikovana nebyla. Diky své podobnosti s nékterymi typy selektivni makroautofagie byva

vyuZzivéana jako modelové dréha pro jeji studium.
4.1 Charakterizace proteinii Apelp a Amslp

Protedza Apelp je do lumen vakuoly dopravovana jako prekurzor prApelp, coz je protein
o velikosti 61 kDa (Klionsky et al., 1992). Jiz kratce po svém vzniku prApelp oligomerizuje v
cytoplazmé a tvoii dodekamer o celkové hmotnosti 732 kDa. Oligomerizace prApel probiha
skrze C-koncovou doménu proteinu (Kim ez al., 1997; Oda et al., 1996). Pied vstupem do Cvt
prApelp spolu totiz interaguji pomoci svych propeptidl a tvoii komplex dodekamert, jehoz
velikost je regulovana vazbou Cvt receptoru Atgl9p (Bertipaglia et al., 2016; Shintani ef al.,
2002). Klicovy pro transport prekurzoru prApelp do vakuoly je prvni amfipaticky helix
proteinu (Oda et al., 1996). Ve vakuole je nasledné terminalni N-koncova doména prekurzoru
odstépena protedzou B a vznikd maturovany enzym Apelp o velikosti 50 kDa (Klionsky et al.,

1992; Kim et al., 1997).

Mannosidaza Amslp, druhy protein transportovany Cvt drahou, se do vakuoly dostadva
také jako prekurzor. Jedna se o protein o velikosti 122 kDa, ktery je v lumen vakuoly Stépen na
maturovanou mannosidazu o velikosti 73 kDa. Stépeni prekurzoru neni, na rozdil od prApelp,
esencialni pro proteazovou funkci proteinu. (Klionsky et al., 1992; Hutchins & Klionsky, 2001;
Yoshihisa & Anraku, 1990). Do Cvt komplexu se Amslp vaze jako tetramer, na rozdil od
prApelp ale neni esencialni pro funkéni Cvt drahu (Bertipaglia ef al., 2016; Shintani et al.,
2002).
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4.2 Tvorba Cvt komplexu

Interagujici oligomery proteini Amslp-Atgl9p-prApelp, vazici se v pifiblizném
stechiometrickém poméru 1:1:3, tvoii dohromady Cvt komplex (Bertipaglia et al., 2016; Scott
et al.,2001). Klicovym pro vnik Cvt komplexu je protein Atgl9p, receptor Cvt drahy (Scott et
al., 2001), ktery je aktivovan fosforylaci pomoci Hrr25p kindzy (Pfaffenwimmer et al., 2014).
V cytosolu se vyskytuje jako trimer, ktery se vaze spolu s tetramerem mannosidasy Amslp.
Nasleduje vazba na komplexy dodekamert protedzy prApelp. Dodekamery tvoii struktury
vy$si irovné pomoci interakce prekurzorové N-koncové domény proteind prApelp, se kterymi
ale kompetuje protein Atgl9p, vazici se do stejného mista pomoci své coiled-coil domény.
Koncentrace receptorového proteinu Atgl9p tak kompetici o vazebné misto ovliviiuje pocet
volnych domén pro vzajemnou vazbu dodekamerti a tim i konecnou velikost Cvt vacka
vznikajicich uzavienim dvojmembrany fagoforu tésné okolo Cvt komplexu (Bertipaglia et al.,
2016; Kim ef al., 2001). Kromé& domén pro vazbu protedzovych prekurzori Amslp a prApelp
interaguje protein Atgl9p pomoci vazebnych mist na svém C-konci i1 s dal§$imi dvéma
klicovymi prvky Cvt drahy, proteiny Atg8p a Atgl1p (Shintani et al., 2002; Kim et al., 2002).
Vazba receptoru Atgl9p na protein Atgllp je klicova pro transport Cvt komplexu do PAS
vznikajicich autofagozoml a Cvt vackl i naslednou tvorbu fagogoru Cvt vacku (Scott ef al.,

2001; Shintani et al., 2002).

Nov¢jsi vyzkumy identifikovaly také samostatny receptor pro Amslp, protein Atg34p
(Suzuki et al., 2010). Stejné jako Atgl9p a dalsi receptorové proteiny selektivni makroautofagie
je aktivovan fosforylaci, pravdépodobné¢ pomoci Hrr25p kindzy (Farré et al., 2013;
Pfaffenwimmer et al., 2014; K. Suzuki et al., 2010). Atg34p obsahuje jak AIM doménu pro
vazbu na protein Atg8p, tak 1 doménu pro vazbu na scaffoldovy protein Atgl1p. Vykazuje tak
analogické funkce jako hlavni receptorovy protein Cvt drahy Atgl9p, na rozdil od n&j ale neni
nezbytny pro transport Amslp do vakuoly pomoci Cvt drahy. Funkci vSak plni v lokalizaci
Amslp do vakuoly béhem neselektivni makroautofagie, pii které tvoii Ams1p komplexy, které

rekrutuje do vznikajiciho autofagozomu (Suzuki et al., 2010).
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Obrazek 7: Schéma vzniku Cvt vacku. Po slozeni Cvt komplexu vaze receptor Atgl9p protein Atgllp a
Cvt komplex je po aktinovych vlaknech transportovan do PAS, kde se tvoti Cvt vac¢ek. Prvotnim zdrojem
membrany by mohly byt alfazomy (kap 3.1.5). Podle (Lynch-Day & Klionsky, 2011).

4.3 Klicova uloha proteinu Atgllp a tvorba Cvt vacku

Protein Atgl1p je povazovan za jeden z kli€¢ovych proteinil pro selektivni makroautofagii,
v jejichz jednotlivych typech nahrazuje zejména funkci v neselektivni makroautofagii
pusobiciho proteinu Atgl7p. Podle recentnich poznatkli hraje dilezitou roli také v piepinani
mezi Cvt drahou a neselektivni makroautofagii (kap. 4.5). V Cvt draze se dimerni protein
Atgl1p vaze svoji C-termindlni oblasti na receptorovy protein Atgl9p vazany v Cvt komplexu
(Matscheko et al., 2019; Shintani et al., 2002; Yorimitsu & Klionsky, 2005). Protein Atgl1p
nasledné lokalizuje Cvt komplex do PAS po aktinovém cytoskeletu buiiky diky interakci
s proteinem Arp2p komplexu Arp2p/3p (Monastyrska et al., 2008; Monastyrska et al, 2008;
Monastyrska et al., 2006; Reggiori et al., 2005). DileZitou roli pfi tvorbé PAS hraje Atglp
kinaza, ktera je na membranu vakuoly lokalizovdna proteinem Atgl3p. Atgllp nasledné
lokalizuje Cvt komplex do blizkosti Atglp kindzy, kterd se na n& vaze a aktivuje svoji
kinazovou aktivitu, dulezitou pro lokalizaci dalSich proteinti, naptiklad Atg8p-PE, do PAS
(Kraft et al., 2012; Torggler et al., 2016).
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objevené alfazomy (kap 3.1.5), které vznikaji na jaderné membrané a je na nich pfitomen
protein Atg8p-PE. Ten je klicovy pro selektivni makroautofagii diky svym dvéma specifickym
hydrofobnim vazebnym mistiim, na které se vazi receptory selektivné makroautofagickych drah
pomoci AIM (Atg8-family-interacting motifs) domény, nesouci WXXL vazebny motiv (Baba
etal.,2019; Noda et al., 2008). WEEL, WXXL sekvence proteinu Atgl9p, receptoru Cvt drahy,
vaze protein Atg8p do PAS, ¢imz zprostiedkovava vazbu mezi Cvt komplexem a membranou
vznikajiciho fagoforu (Noda et al., 2008). Dulezita je i dalsi funkce proteinu Atgll1p, ktery
pomoci N-koncové domény homologické s Atg9p vazebnou doménou proteinu Atgl7p vaze do
PAS Atg9p vacky s VFT komplexem, které jsou zodpovédné za expanzi fagoforu okolo Cvt
komplexu (kap. 3.1.2) (He et al., 2006a; Matscheko ef al., 2019; Reggiori & Klionsky, 2006).
Recentni poznatky pfinesly zjiSténi, Ze v makromitofagii je pro vazbu proteinu Atgllp
s proteinem Atg9p klicova dimerizace proteinu Atgl1p indukovand receptorovym proteinem
Atg32p. Lokalizace Atg9p vacka do PAS tak zavisi na interakci mezi proteinem Atgllp a
receptorovym proteinem makromitofagie. Je pravdépodobné, Zze obdobny princip dimerizace
proteinu Atgllp pomoci receptorového proteinu by mohl fungovat i v Cvt dréze a dalSich
typech selektivni autofagie (Matscheko et al., 2019). Stejné jako v neselektivni makroautofagii,
i pro formaci Cvt vacku je nezbytny protein Atgl4p a PdtIns3 kindzovy komplex, fosforylujici
PtdIns na PtdIns3P, a regulujici tak vazbou proteini Atg2p, Atgl2p, Atgl8p do PAS, expanzi
membrany a uzavieni fagoforu (kap 3.1.2 a 3.1.3). Vysledkem celého procesu je vznik Cvt
vackt o priméru 140-160 nm, tedy menSich nez autofagozomy vznikajici pfi neselektivni

makroautofagii, které jsou obvykle 300-900 nm velké (Baba et al., 1997; Takeshige et al., 1992).

Stejné jako protein Atgl7p v neselektivni makroautofagii, 1 protein Atgl1p vaze do PAS
protein Vam7p, ktery je diky své SNARE doméné zodpovédny za fuzi vnéjs§i membrany Cvt
vacku s membranou vakuoly (Liu ef al., 2017). Do vakuoly se dostavéa jednomembranoveé Cvt
télisko, které je degradovano protedzou PrB, prApel 1 Amsl jsou Stépeny a vznikaji tak plné

funkéni maturované proteiny (Kim et al., 1997; Klionsky et al., 1992; Scott et al., 1997).

4.5 Prepinani mezi Cvt drahou a neselektivni makroautofagii

Kli¢ovou roli v pfepnuti mezi konstitutivni Cvt drahou a neselektivni makroautofagii hraji
proteiny Atgllp a Atgl7p, které v obou drahach zastavaji analogické funkce. Protein Atgllp
je zodpovedny za lokalizaci Atg9p vackt a SNARE proteinu Vam7p do PAS, Atgl7p zastava
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tuto funkci v neselektivni makroautofagii (He et al., 2006a; Sekito et al., 2009). Atgl1p ma
vy$s$i afinitu pro vazbu proteinu Atg9p nez protein Atgl7p a pfi dostatku zivin vaze Atg9p
vacky efektivnéji nez Atgl7p, coz zajistuje funkéni Cvt drahu. Pii hladovéni buiky je ale
protein Atgllp ubiquitinilovan a nasledn¢ degradovan v proteazomech. To vede ke zméné
pomeéru koncentrace proteinu Atgl 1p a proteinu Atgl7p, ktery je nasledné aktivovan slozenym
Atglp kindzovym komplexem, jeho afinita k vazb¢é Atg9p vackl se zvysi a indukuje se tak
pfepnuti z Cvt drahy na neselektivni makroautofagii. Pfi obou procesech se do PAS véze jen
nekolik Atg9p vacka, coz je u Atgl7p regulovano vytvorenim komplexu Atglp-Atgl3p-
Atgl7p se subkomplexem Atg29p-Atg31p, inhibujicim vazbu Atgl7p a Atg9p (Matscheko et
al.,2019; Rao et al., 2016).
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5 Selektivni makroautofagie

Za hlavni modelovou drahu pro selektivni makroautofagii byva povazovana Cvt draha,
ktera je kvuli své biosyntetické funkci zafazena do predchazejici samostatné kapitoly. Klicové
molekularni mechanismy vétSiny selektivné autofagickych drah se podobaji mechanismim Cvt
drahy. Mivaji specificky receptorovy protein, ktery vaze jak scaffoldovy protein Atgl1p, tak,
skrze AIM motiv, i1 protein Atg8p, klicovy pro vazbu membrany a expanzi fagoforu okolo
degradovaného materidlu (Noda et al., 2008). U tii nize vybranych drah selektivni autofagie
jsou proto popsana pouze jejich specifika a odlisSnosti od Cvt drahy a nikoli detailni popis
vzniku fagoforu a jeho fuze s vakuolou. Typu selektivni makroautofagie je popsana cela rada,
predevsim kviili pozadovanému rozsahu prace se zde nevénuji vSem a vybral jsem pouze
st¢zejni drédhy, konkrétné makropexofagii (kap. 5.1), makromitofagii (kap. 5.2) a
makronukleofagii (kap 5.3).

5.1 Makropexofagie

Selektivni degradace peroxizomti muze probihat jak v disledku nedostatku zZivin, zejména
dusiku, a z né¢ho plynouciho hladovéni, tak i v ptipadé, kdy je peroxisom poskozen a neni plné
funk¢ni. Stejné jako vétSina ostatnich autofagickych drah, i funkéni makropexofagie zavisi na
Atg proteinech (Hutchins et al., 1999; Tuttle & Dunn, 1995). Vyzkum makropexofagie se
provadi jak na kvasince Saccharomyces cerevisiae, tak zejména na metylotrofnich kvasinkach

Hansenula polymorpha a Komagataella phapphi.

Receptorem pro selektivni makropexofagii je protein Atg36p, ktery je lokalizovan na
peroxisom membranovym proteinem Pex3p. Klicovou pro indukci autofagie je fosforylace
receptoru, kterd je aktivovana prav€ proteinem Pex3p. Ten umoZiuje interakci receptoru
Atg36p s Hrr25p kinazou, kterd protein Atg36p fosforyluje a aktivuje tak jeho interakci se
scaffoldovym proteinem Atgllp i zni vyplyvajici indukci makropexofagie. (Meguro ef al.,
2020; Motley et al., 2012; Tanaka et al., 2014). Protein Atg36p interaguje pomoci
fosforegulovatelné AIM domény i1 s proteinem Atg8p. Domény pro vazbu Atgllp a Atg8p se
prekryvaji, se kterym z obou proteinil se protein Atg36p vaze je pravdépodobné dano pravé
jeho fosforylaci (Farré et al., 2013). Dal§im proteinem, ktery vaze makropexofagicky receptor,
je scaffolfovy protein Atgl7p (Nazarko et al., 2009). Fosforylace receptoru Atg36p
lokalizovaného na peroxisomalni membrané tedy vede k navazani proteini Atgllp a Atgl7p,

které degradovany peroxisom lokalizuji do pexofagického PAS. V ném se Atg36p vaze na
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protein Atg8p, rekrutuji se core Atg proteiny, peroxisom je sekvestrovan fagoforem a nasledné

degradovan (obr. 8).

1. DESIGNATION 2. TARGETING & SEQUESTRATION
A. Yeast Autophagosome
S. cer )
Atg8p, Atgllp, Atgl7p

|36] Hrr_fSp Fission Components

. : . Pex11fBp
) Pex1p/6p/15p -

30} ? L

F. pas

Obrazek 8: Schéma degradace peroxisomu makropexofagii u Saccharomyces cerevisiae a Komagataella
phapphi. Dréaha je indukovana fosforylaci receptoru Atg30p/Atg36p. Podle (Germain & Kim, 2020).

U metylotrofni kvasinky Komagataella phapphi je receptorem makropexofagie protein
Atg30p, ktery je aktivovan taktéz fosforylaci pomoci Hrr25p kinazy (Farré et al., 2013; Farré
et al., 2008). Na rozdil od interakce obou proteint v kvasince Saccharomyces cerevisiae se
tohoto procesu v Komagataelle phapphi tcastni 1 protein Atg37p, ktery fosforylaci proteinu
Atg30p Hrr25p kindzou aktivuje a je tak zodpovédny za lokalizaci degradovaného peroxizomu
do PAS 1 jeho naslednou degradaci. Membranovy protein Pex3p mé v Komagataelle phapphi
zcela opacnou funkci nez v Saccharomyces cerevisiae. Kompetuje totiz s proteinem Atg37p o
vazbu na receptor Atg30p a inhibuje tim jeho fosforylaci Hrr25p kinazou (Zientara-Rytter et
al., 2018). Na rozdil od Saccharomyces cerevisiae vyuziva Komagataella phapphi k funk¢ni
pexofagii 1 protein Atg28p, analog proteinii Atg29p a Atg31p v Saccharomyces cerevisiae
(Stasyk et al., 2006), a sterylglukosyltransferdzu Atg26p (Cao & Klionsky, 2007; Stasyk et al.,
2003).

5.2 Makromitofagie

Makromitofagie, tedy selektivni degradace mitochondrii, je v kvasinkach aktivovana bud’
nedostatkem Zivin a z néj plynouciho hladovéni buiiky, nebo pii poskozeni a funk¢nim defektu
mitochondrie. Makromitofagie diky tomu udrzuje zdravou populaci mitochondrii, zajistuje
dlouhovékost a zpomaluje chronologické starnuti bun¢k s limitovanou dostupnosti Zivin, pfi
které kvasinka Saccharomyces cerevisiae vyuziva respiracni metabolismus. Makromitofagie
také pomaha udrZet populaci mitochondrii generujici pouze nizké hladiny ROS (reactive-
oxygen-species) a brani tak oxidativnimu poskozeni buiiky (Nowikovsky et al., 2007; Richard
et al., 2013). Pfi nedostatku zivin je aktivovana makromitofagie pomoci homologu

proteinfosfatazy, proteinu Auplp, lokalizovaného do mitochondridlniho mezimembranového
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prostoru a interagujiciho s dalSim nepostradatelnym proteinem funkéni makromitofagie, Atglp
kindzou (Tal et al., 2007). Dilezitym proteinem pomadhajicim rozeznavat starnouci
mitochondrie uréené k degradaci je protein Atg33p. Jeho ptesnd funkce zatim nebyla popsana,
k makromitofagii je ale potiebny pouze v post logaritmické fazi rtistu, a nikoliv za podminek

nedostatku zivin (Kanki ef al., 2009).

Receptorem makromitofagie je transmembranovy protein vnéj$i mitochondrialni
membrany Atg32p, ktery je svym N koncem orientovany do cytoplazmy a C koncem do
mezimembranového prostoru mitochondrie. Atg32p interaguje se scaffoldovym proteinem
Atgl1p zodpovédnym za lokalizaci mitochondrii do mitofagického PAS v blizkosti vakuoly a
jejich naslednou degradaci v lumen vakuoly (Kanki et al., 2009; Kanki & Klionsky, 2008;
Okamoto et al., 2009). Béhem respira¢nich podminek vedoucich k degradaci poSkozenych
mitochondrii je hladina receptoru Atg32p v buiice zvySena (Kanki et al., 2009; Okamoto et al.,
2009). Pro aktivaci receptoru je nezbytna jeho fosforylace (Aoki et al., 2011). Protein Atg32p
obsahuje WXXL piibuzny WXXI motiv, tedy fosforylaci regulovatelnou AIM doménu
zajiStujici vazbu na dal§i pro makroautofagii nezbytny protein Atg8p. (Farré et al., 2013;

Okamoto et al., 2009).

Dulezité pro vznik mitofagozomu a degradaci mitochondrii pomoci makromitofagie je
ERMES (endoplasmic reticulum-mitochondria encounter structure). ERMES je misto
kontaktu endoplazmatického retikula s mitochondrii slouzici k vyméné fosfolipidii mezi
membranami obou organel (Kornmann et al., 2009). ERMES je klicova pro funkci
makromitofagie, spojeni endoplazmatického retikula s mitochondrii jeji pomoci je ziejmé

zdrojem membrany pro vznik mitofagozomu (Bockler & Westermann, 2014).
5.3 Makronukleofagie

Nukleofagie je selektivni degradace jaderné membrany a cytoplazmy. Makronukleofagie
je, stejné jako vétSina autofagickych procesti, indukovana nedostatkem Zivin, zejména dusiku.
Pti jeji indukci se z perinuklearniho endoplazmatického retikula odStépuji dvojmembranové
vacky obsahujici krom¢ jiného 1 komponenty jaderné cytoplazmy, které jsou nasledné
degradovany ve vakuole. Receptorem nukleofagie je protein Atg39p, ktery nese jak AIM
doménu pro vazbu na protein Atg8p, tak i misto pro interakci se scaffoldovym proteinem
Atgllp. Pfi makronukleofagii se z perinuklearni membrany endoplazmatického retikula
odstépuji dvojmembranové vacky, které obsahuji i komponenty jaderné cytoplazmy (Mochida

etal.,2015).
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Makronukleofagii degradované vacky maji pramér je cca 350-390 nm, coz je ¢ini vétSimi
nez Cvt vacky, ale o néco mensimi nez autofagozomy. Do mista vzniku vacku lokalizuje jak
protein Atg8p, tak protein Atgllp, a d& se tak predpokladat, ze je makronukleofagie fizena
procesy zavislymi na core Atg proteinech, stejné jako dalsi typy selektivné makroautofagickych
drah (Otto & Thumm, 2021). Pfibuznym typem selektivni makronukleofagie je ER-fagie
(endoplasmic reticulum-phagy), kterd zavisi na Cinnosti receptorového proteinu Atg40p

(Mochida et al., 2015)

Atg8 Macronucleopha
Atg39 : ey

\

Nuclear cargo

Crescent Autophagosome

Phagophore
punctate Atg11

Obriazek 9: Schéma degradace ¢asti jaderné cytoplazmy a membrany béhem makronukleofagie. Podle
(Otto & Thumm, 2021).
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6 Mikroautofagie

Mikroautofagie je proces, pii kterém se kolem autofagii degradovaného materidlu
nevytvaii autofagicky vacek, ale cytoplazma ¢i organely jsou piimo obaleny membranou
vychlipujici se nebo vchlipujici se vakuoly. Vznikla membranova struktura nasledné fizuje a
odskrcuje do vakuolarniho lumen mikroautofagické télisko urCené k degradaci. Pod pojem
mikroautofagie fadime nékolik procest, které jsou, na rozdil od procesti makroautofagickych,
fizenych témét bez vyjimky pomoci stejnych core proteinti, ovladany znacné odliSnymi
molekularnimi aparaty. Detailni pribéh jednotlivych mikroautofagickych procest je z vétSiny

probadany o néco méné nez prubéh procesit makroautofagickych.

6.1 Neselektivni mikroautofagie

Neselektivni mikroautofagie je indukovana za podminek nedostatku zivin. Pro jeji prub¢h
je vyzadovana funk¢éni makroautofagie a core Atg proteiny. Neselektivni mikroautofagie
ziejmé slouzi predevsim k degradaci piebytecné membrany a udrZzeni membranového sloZeni 1
velikosti vakuoly, ktera je ovlivnéna fizi s autofagozomy (Miiller ef al., 2000; Sattler & Mayer,
2000; Uttenweiler & Mayer, 2000). Klicovymi pro indukci neselektivni makroautofagie je
proteinovy komplex EGO, tvoteny proteiny Egolp, Gtr2p a Ego3p, lokalizovany na vakuolarni
membrané. Spolecné s TORCI1 signalni drahou ziejmé reguluje neselektivni mikroautofagii

v odpovéd’ na influx autofagozomi na vakuolarni membranu (Dubouloz et al., 2005).

Pt neselektivni mikroautofagii se tvoti podlouhlé, valcovité vchlipeniny dovniti vakuoly,
nazvané autofagické trubicky (autophagic tubes), které maji po celé délce stejny prumér a
zuzuji se ve svém krcku (obr. 10). Po uzavfeni tvoii mikroautofagicka téliska, kterd jsou
nasledné, 1 s ndhodnou ¢asti cytoplazmy, degradovana v lumen vakuoly (Miiller et al., 2000).
Za uzavieni trubi¢ek a vytvofeni autofagického téliska je zodpovédny VTC (vacuolar
transporter chaperone) spolecné s kalmodulinem Cmdlp, ktery by mohl byt zodpovédny 1 za
invaginaci membrany pfi tvorbé autofagickych trubicek (Uttenweiler, ef al., 2005; Uttenweiler
et al., 2007). Invaginujici vakuolarni membrana tvofici autofagické trubicky obsahuje vysoké
procento lipidi a malo ¢i zadné transmembranové proteiny. Tento fakt je v souladu s
piedpokladem, Ze hlavni ulohou neselektivni mikroautofagie je kompenzovat membranovy
influx zptisobeny fuzi s autofagozomy a snizit tak plochu vakuolarni membrany a tim i jeji

velikost (Miiller et al., 2000; Satter & Mayer, 2000).
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Obrazek 10: Schéma vniku autofagické trubicky a odSkrceni mikroautofagozomu. Podle (Miiller ef al.,
2000).

6.2 Selektivni mikroautofagie

Kromé neselektivni mikroautofagie pomoci autofagickych trubi¢ek existuje i cela tada
selektivnich mikroautofagickych drah se zna¢n¢ variabilnim molekularnim aparatem. Podrobné
jsou zde rozebrany tii typy selektivni mikroautofagie, které jsou jednak vyznamné v bunééném
metabolismu, a ziroven koresponduji se tfemi typy selektivni makroautofagie popsané
v pfedchozi kapitole. Jedna se konkrétn€ o mikropexofagii (kap. 6.2.1), makromitofagii (kap
6.2.2) a PMN (piecemental microautophagy of the nucleus).

6.2.1 Mikropexofagie

Stejné jako v prib&hu makropexofagie, i v mikropexofagii jsou selektivné degradovany
bunééné peroxizomy. Kli¢ovym organismem pro vyzkum mikropexofagie je metylotrofni
kvasinka Komagataella phapphi. Selektivni degradace peroxizomi pomoci mikropexofagie
vyzaduje u Komagataelly phapphi tvorbu dvou specifickych struktur, VSMs (vacuolar
sequestring membranes) a MIPA (micropexophagic apparatus). Membrana vakuoly se pii
mikropexofagii vychlipuje a obaluje degradovany peroxizom ¢i peroxizomy, ¢asto pfi tom tvori
septa a d€li se na samostatné VMS kompartmenty. Poté, co je jimi peroxizom témét cely obalen,
tvoti se okolo jeho posledni volné ¢asti, v misté oznacitelném jako peroxizomalni PAS, MIPA
(obr. 11). Jedna se o strukturu tvofenou lipidovou dvojmembranou a specifickymi proteiny,
mezi nimiz hraje klicovou roli ubiquitin-like protein Paz2p, podobny proteinu Atg8p kvasinky

Saccharomyces cerevisiae. Po vytvofeni membranového obalu kolem celého peroxizomu fizuji
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VSMs a MIPA a peroxizom se dostdva do lumen vakuoly jako dvojmembranové pexofagické

télisko, které je nasledné degradovano (Mukaiyama et al., 2004).

Stage O Stage 1

s C-(3-(¥

Fusion l

O-(=Ce

Stage 3 Stage 2

Obrazek 11: Degradace peroxizomli béhem mikropexofagie. Po jejich obaleni pomoci VSMs je klicovy
vznik MIPA struktury. Podle (Sakai et al., 2006).

Pro tvorbu MIPA v Komagataelle phapphi je dulezity protein Atg35p. S nim interaguje
protein Atg28p (funkénim analogem proteinit Atg29p a Atg31p v Saccharomyces cerevisiae),
ktery zprostiedkovava vazbu proteinu Atg35p na protein Atgl7p, jenZ je spolu s proteinem

Atgl1p zodpovédny za tvorbu pexofagického PAS ( Nazarko ef al., 2011; Farré et al., 2008).

6.2.2 Mikromitofagie

Mikromitofagie, tedy selektivni obaleni mitochondrii vakuolarni membranou a jeji
naslednd degradace, je jednim znejméné probadanych typl selektivni mikroautofagie a
autofagie vibec. Mechanismy indukce mikromitofagie jsou pravdépodobné obdobné jako u
makromitofagie, spuSténi drahy tak nastavad jak z dGvodu nedostatku Zivin, tak starnuti a
poskozeni jednotlivych mitochondrii pisobenim ROS. Vyzkum mikromitofagie ukazal, Ze je
buitkou preferenéné indukovana namisto makromitofagie v respiracnich podminkéch, pokud
kvasinky rostou na médiu s laktitem a nemohou tak fermentovat. Specifickym faktorem pro
funkéni mikromitofagii je mitochondridlni protein Uthlp, nezbytné jsou také core Atg geny

(Kissova et al., 2004; KisSova et al., 2007).

6.2.3 Piecemental Microautophagy of the Nucleus

PMN je proces negativné regulovany TORC1 drahou a podminény nedostatkem Zivin, pfi

kterém se k sob¢€ vaZe jadernd membrana a membrana vakuoly. Jadernd membrana nasledné
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tvofi kapkovité vychlipeniny, membrana vakuoly se naopak vchlipi dovniti a obaluje rostouci
vychlipeniny jaderné membrany. Po vytvoteni kapky se vychlipend jaderna membrana z(zi ve
svém kréku a postupné se oddéli od zbytku jadra. Okolo vzniklého mikroautofagického vacku
se nasledné uzavie vakuolarni membrana, ktera jej obklopuje, a vznikne tak trojmembranové
mikroautofagické télisko v lumen vakuoly, které¢ je nasledné St€peno rezidentnimi protedzami
a degradovano (obr. 12). Hlavnim obsahem vacka tvofenych jadernou membranou jsou pre-
ribozomy (preribosomes), které by po transportu do cytoplazmy vytvofily maturované
ribozomy pro syntézu proteinti. V piipadé, kdy buiika trpi nedostatkem zivin, snizi se
v odpoveéd’ na hladovéni i jeji proteosyntéza. V cytoplazmé je tak potieba mensi pocet ribozomi
a efektivnim snizenim jejich poctu je degradace prekurzort, které se jesté nachazejici v jaderné

cytoplazmé (Roberts ef al., 2003).

Kli¢ovy pro kontakt mezi jadrem a vakuolou jsou NV spoje (nucleus-vacuole junctions),
za které jsou zodpovédné predevSim dva transmembranové proteiny. Prvnim je vakuoldrni
membranovy protein Vac8p, druhym jeho vazebny partner, jaderny membranovy protein Nvjlp.
Oba proteiny se shlukuji na svych membranéch, interaguji spolu a spojuji vakuolu a jadrem.
Protein Nvjlp interaguje s proteinem Vac8p pomoci svého C konce, jenZ ptesahuje z vnéjsi

jaderné membrany do cytoplazmy (Pan et al., 2000).

1 11 111

Obrazek 12: Schéma vzniku PMN vacku a jeho degradace. Podle (Roberts et al., 2003).

Pivodni vyzkumy ptedpokladaly, ze Atg proteiny nejsou pro funkéni PMN potiebné.
Pozd¢jsi studie ovSem ukézaly, ze PMN je zavislé na core Atg proteinech a nejnovéjsi vyzkumy
pfinesly zjiSténi, ze, stejné jako makronukleofagie, i funkéni PMN vyZaduje receptorovy
protein Atg39p. Do mista vzniku NV spojii navic lokalizuji i core Atg proteiny Atg8p a Atgllp
(obr. 13). U NV spoji byla také nové pozorovana membranova struktura pfipominajici
mikropexofagicky MIPA, s lokalizovanym protein Atg8p. Sekvestrace autofagického téliska
tvofeného nejen vakuolarni, ale i nevakuolarni membranou v pribéhu pexofagie i nukleofagie
by mohla vysvétlit problém degradace autofagickych télisek v lumen vakuoly béhem téchto
procest, protoze vakuolarni membrana je logicky nedostupnd pro degradaci vakuolarnimi

lipazami a protedzami (Krick et al., 2008; Otto & Thumm, 2021).
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Nuclear cargo PMN

Obrizek 13: Predpokladané zapojeni core Atg proteinti Atg8p a Atgllp a receptoru Atg39p pii Castecné
degradaci jadra pomoci PMN. Podle (Otto & Thumm, 2021).
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7 Zavér

Cilem mé bakalarské prace bylo predstavit mechanismy degradace bunécného materialu
ve vakuole kvasinek, pro které se v odborn¢ literatuie ujal nadzev autofagie. O tématu jsem chtél
referovat v celé §ifi1 jeho zabéru, pozadovany rozsah prace mi vSak nedovolil, abych podrobné
popsal molekularni mechanismy vSech typi autofagie. Rozhodl jsem se tedy zevrubnéji
referovat o nejlépe probadaném a moznad také nejklicovéjSim typu autofagie u kvasinek,
neselektivni makroautofagii. V nékolika podkapitolach jsem popsal indukci autofagie a
podrobné rozvedl mechanismus vzniku autofagozomu, tedy makroautofagii indukovaného
dvojmembranového vacku s materidlem urCenym k degradaci. Rozsahleji jsem pojal 1 popis
biosyntetick¢é Cvt drahy, kterd slouzi jako modelovd drdha pro vétSinu typd selektivni
makroautofagie. U konkrétni typti selektivni makroautofagie jsem proto nasledné uvedl pouze
zakladni mechanismy, specifické faktory a odlisnosti od Cvt drahy. V posledni kapitole prace
jsem na nckolika stranach strucné ptiblizil problematiku, typy a fungovani mikroautofagie,
druhé velké skupiny autofagickych procesti. Mikroautofagie je, i z divodii uvedenych vyse,
popsana v praci méné podrobné, stézejni Cast dila lezi v pojednani o neselektivni

makroautofagii.

Vyzkum autofagie na kvasinkovych modelovych organismech, zastupcich nizsich
eukaryot, neslouzi pouze pro disledné rozsifovani lidskych védomosti o zivé ptirod¢, ale ma
také vyznamny presah do soucasnych medicinskych fenomént. Konkrétné se jedna zejména o
starnuti bunék 1 mnohobunéénych organismil, zapticinéné¢ hromadénim proteinovych agregatl
v cytoplazmé ¢i defektli v degradaci starych a poskozenych organel. Ty, naptiklad v ptipadé
mitochondrii produkujicich ROS, nevratné poSkozuji buiiku 1 cely organismus a mohou vést
k nebezpecné indukci mutageneze DNA. S tim souvisi mnohd, v dnes$ni dobé hojné studovana
a v zapadnim svété rozsifend lidska onemocnéni. Jedna se jak o naddorové bujeni, tak i nékteré
vyznamné degenerativni choroby typu Parkinsonovy ¢i Alzheimerovy choroby, na které ma
defekt ve spravné funkci autofagie v buitkach vyznamny vliv. Vrozené poruchy v autofagii jsou

pfic¢inou 1 nékterych geneticky podminénych chorob (Mizushima & Levine, 2020).

Zejména vyzkum neselektivni makroautofagie probihal v poslednich letech se zna¢nou
intenzitou a postupné odhalil jeji kli¢ové molekularni mechanismy. Zda se, Ze studie poslednich
let vrhly svétlo naptiklad na dlouho nevyfeseny problém zdroje prvotni lipidové membrany pii
tvorb¢ autofagozomu, i kdyz jeji ptivod stale neni zcela uspokojive vysvétlen. Dobie probadana
je 1 biosyntetickd Cvt drdha a na vcelku vysoké urovni je znalost nekterych selektivnich
makroautofagickych drah, jako naptiklad pexofagie, stale jsou ale nalézany 1 jejich nové typy.
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Ziejmé nejméné probadanym typem autofagie je mikroautofagie, kde je zndmo pomérne€ malo
informaci jak ohledné molekularnich mechanismii neselektivni mikroautofagie, tak i fady jejich
selektivnich drah. Je navic pravdépodobné, Ze na své objeveni stile cekaji dalsi, zatim

nepopsané typy selektivni autofagie. Zda je tomu skutecné tak uvidime v nasledujicich letech.
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