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Abstrakt

Autofagie je jeden z obrannych mechanismt bunék. Je to proces vysoce konzervovan od
kvasinek po cloveéka. Timto procesem jsou degradovany cytosolické proteiny nebo celé
organely. Autofagie je indukovana riznymi podminkami. RozliSujeme nékolik typt autofagie
napf. makroautofagie, mikroautofagiec a chaperonem zprostfedkovana autofagie.
Makroautofagie je uskuteciiovana prostfednictvim bunécné struktury zvané autofagosom.
Degradace probiha v lysosomalnim kompartmentu bunék. Na celém mechanismu se podili
velké mnoZstvi proteinii a regulacnich molekul. Autofagie je provazéana s jinymi bunécnymi
mechanismy jako je napf. transport z cytoplazmy do vakuoly, ktery probiha za optimalnich
rustovych podminek bunék. Autofagie funguje také jako obranny mechanismus i pii virové

infekci, nebo je viry zneuzivan v jejich prospéch.

Klic¢ova slova: Makroautofagie, mikroautofagie, chaperonem zprostfedkovana autofagie, Atg

proteiny, RNA viry



Abstract

Autophagy is one of the defense mechanisms of the cells. It is highly conserved from yeast to
man. Cytosolic proteins or whole organelles are degraded by this process. Autophagy is
induced by wvarious conditions. We distinguish several types of autophagy, e. g.
macroautophagy, microautophagy and chaperone-mediated autophagy. Macroautophagy is
carried out through the cellular structure called autophagosome. Degradation takes place in
the lysosomal compartment of the cells. A large number of proteins and regulatory molecules
is involved in the whole mechanism. Autophagy is connected with the other cellular
mechanisms such as the cytoplasm-to-vacuole pathway which extends under optimal growth
conditions of the cells. Autophagy also works as a defense mechanism during viral infection

or it is misused by viruses for their benefit.

Key words: Macroautophagy, microautophagy, chaperone-mediated autophagy, Atg proteins,
RNA viruses
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1. Uvod

Autofagie je jednim z obrannych mechanismti bun¢k. Je aktivovdna za rGznych
podminek, naptiklad pii hladovéni, anebo stresovych podminkéach. Existuje nékolik typi
autofagie, napf. makroautofagie, mikroautofagic a chaperonem zprostiedkovana autofagie, a
proto bych se piedev§im zaméfila v této praci na popis jejich mechanismi. Nakolik jsou si
tyto typy podobné, a naopak v ¢em jsou rozdilné, zda jsou aktivovany vsechny soucasné a
navzajem se podporuji, nebo plisobi na sob¢ nezavisle.

Mechanismus autofagie je konzervovan od niZSich az po vyssi organismy, od kvasinek
po clovéka. U Saccharomyces cerevisiae jsou obvykle geny souvisejici s autofagii
oznacovany ATG (autophagy-related) a pfisluSnym ¢islem. VétSina geni ma pak své
homology i u ostatnich organismi. OvSem i v ramci jednoho organismu mohou byt ATG
geny oznacovany V rtiznych pracich jinymi nazvy podle toho, z jakého thlu geny studuji,
jakych jinych bunéénych drah jsou soucasti. Na autofagii se podili cela fada dalSich proteind,
mnoho regula¢nich molekul. Celkové vytvaii proteiny autofagie rozsahlou sit' o mnoha
interakcich. Popis proteint a jejich funkce bude dalsi soucasti této prace.

Tak jako se viry dokazaly ptizpisobit celé fadé bunéénych mechanisml a vyuzivat
bunééné komponenty, dokazalo mnoho z nich vyuzit i autofagii ve sviij prospéch. Proto bych
si rada polozila otazku, zda je mozné téchto poznatkd vyuzit pii 1€¢bé nemoci zptisobenych
témito viry, zda Ize ptislusnou ¢ast autofagie vytradit ,,z provozu®. Vzhledem ke skute¢nosti ze
autofagie je obranny mechanismus bunék, je pravdépodobné, ze ne vzdy podporuje infekci.
S ¢imz souvisi dalsi otazka, nakolik je tento proces pro bunku nezbytny. Do jaké miry je
pfipadné zastupitelny.

Autofagie je védci blize zkoumana poslednich dvacet let, kdy v roce 1994 Misuzu
Baba a jeho spolupracovnici popsali strukturu autofagosomu. V jejich dobé vSak jiz byla
znama autofagicka téliska a autofi predpokladali, ze vznikla fuzovanim autofagosomu
s vakuolou. Tato prace by méla shrnout poznatky o autofagii a poukazat na probadanost

celého fenoménu.



2. Typy autofagie

Je rozliSovano nékolik typl autofagie. Tyto typy maji celou fadu spole¢nych znakd.

Ptesto u nich nachazime mnohé rozdily, které je umoznuji presn¢ rozdélit.

2.1. Makroautofagie
Pomoci bunéénych struktur zvanych autofagosomy jsou do lysosomalniho
kompartmentu buné¢k dopravovany mitochondrie, drsné endoplasmatické retikulum, lipidova

granula, glykogenova granula a membranové vacky (obrazek ¢. 1) [15].

Obrazek ¢. 1: Vakuola (V), AB (autofagicka t€liska), rER (drsné endoplasmatické retikulum), G
(Golgiho aparat) (ptevzato z Takeshige, K. et al. Autophagy in yeast demonstrated with proteinase-
deficient mutants and conditions for its induction. The Journal of Cell Biology (1992); 119(2):301-311.)



Akumulace autofagickych télisek ve vakuole je obecnou odpovédi bun€k na
podminky, které nejsou optimdalni pro jejich rist. Za pro buiiku rdznych nepiiznivych
podminek je degradovan predevsim cytosol, ktery obsahuje ribozomy a mnoho enzymu.[15]
Takovymi enzymy jsou napiiklad ADH (alkohol dehydrogenaza), anebo PGK (fosfoglycerol
kinaza) [1].

Odpovedi bunky na nesbalené proteiny jsou zmény endoplasmatického retikula (ER),
které¢ se zvétsi a stava se kompaktnéjsi strukturou. Po skonceni této odpovédi se bunky
potiebuji ,,pfebytecného ER zbavit“. Vytvaii se dvojmembranové struktury podobné

autofagosomuim, které obsahuji praveé ¢asti ER (obrazek ¢. 2).[32]

Obrazek ¢. 2: Autofagosom s ER. Ve zvétSeném vyfezu je dobfe patrnd dvojitd membrana
autofagosomu a drsné endoplasmatické retikulum s ribozomy. (pievzato z Bernales, S. et al. Autophagy
counterbalances endoplasmic reticulum expansion during the unfolded protein response. PLoS Biology
(2006); 4(12):e423.)

2.1.1. Mechanismus makroautofagie

Z pre-autofagosomalni struktury (PAS), ktera je tvofeno isolovanymi membranami,
tubularnimi a vesikularnimi strukturami, které lezi proximalné u vakuoly, dava Atgl (uvadéna
téz pod nazvem Apgl) protein kinaza vzniknout autofagosomum. Proteiny Atgl3 (Apgl3) a
Atgl7 (Apgl7) jsou regulacnimi faktory Atgl protein kinazy.[5]

V PAS je pfitomno mnoho autofagickych protein. Napi. Atg6, jinak také Vps30
(vacuolar protein sorting 30), ktery je homologem lidského Beclinu 1, a protein Atgl4 tvoii
P13 (fosfatidylinositol-3) kindzovy komplex. Tento kinazovy komplex je nezbytny pro cileni
komplext Atgl2-Atg5 a Atg8-fosfatidylethanolamin (PE) do PAS. Atg6 a Atg9 jsou
zodpovédné za organizaci PAS a lokalizaci Atg5 a Atg8 (jinak téz Aut7) v PAS, ale jiz nemaji
vliv na tvorbu komplexu Atg8-PE. Interakce Atg5 a Atgl6 je nutna pro lokalizaci Atg5 do
PAS. Komplex Atgl2-Atg5-Atgl6 je nutny pro lokalizaci Atg8 v PAS. Mutace Atgl6 se
projevi poklesem hladiny Atg8-PE.[5] O nékterych téchto a dalSich proteinech bude detailngji

pojednano v kapitole ,,Geny souvisejici s autofagii‘.



PAS ma pfi vyrazeni produkce Atgl3 a Atgl4 jinou morfologii nez pfi vyfazeni Atgl.
»Knock-out*“ zpusobi, ze je PAS slozené pouze z malych vacki o priméru 25-30nm. Je-li
vyfazen gen pro Atgl4 nalézaji se v PAS delsi tubularni struktury. Na vzniku dvojmembrany
autofagosomu z PAS fazi a remodelaci membran se podileji proteiny Atgl, Atgl3 a
Atgl4.[27]

Autofagosom v bunkach kvasinek se vyznacuje dvojitou membranou. Vnitini i vnéjsi
membrana jsou uz$i, nez je tomu u ostatnich intracelularnich membran. Svou velikosti se
shoduji s autofagickymi télisky ve vakuole.[1] Autofagosomy dosahuji velikosti 300-900 nm
[4]. Obsah vétsiny autofagosomt je shodny s cytosolem, maji podobnou hustotu ribosomd. V
nékterych téliskach je ovSem 1 vyssSi hustota ribosomu.[15] V membrané autofagosomu je
mensi obsah polysacharidii nez v membrané vakuoly. Lisi se i morfologicky.[1]

U autofagosoml vyskytujicich se v bunkach za podminek nedostatku uhliku Ize
pozorovat urCity prostor mezi membranami. Pfi nedostatku dusiku je mezi membranami
pozorovan ten¢i luminalni prostor, autofagosomy jsou morfologicky komplexnéjsi a je
pozorovana vyssi frekvence vyskytu multilamelarnich autofagosomu.[1] Jinak jsou téliska ve
vakuolach morfologicky stejna za obou podminek, hladovéni na uhliku i dusiku [15].

Autofagosomit se v kvasinkové bufice nachdzi pomérné maly pocet v blizkosti
vakuoly. Vedle klastru autofagosomt, v blizkosti Golgiho aparatu a malych vacku, se formuji
nove vznikajici autofagosomy.[1]

V bunkéach se vyskytuji celkem tifi populace autofagickych struktur. Jednu tvori
skutecné autofagosomy, casné autofagické vakuoly (Avi) s obsahem shodujicim se s
cytoplazmou, které nejsou kyselé, ani neobsahuji vyrazné mnozstvi hydrolazy cathepsin L.
Dalsi populaci tvoii pozdni autofagické vakuoly (AVd) s Castecné degradovanym obsahem,
které obsahuji hodné cathepsinu L a jsou kyselé. Meziclanek tvoii autofagolysosomy, které
jsou kyselé jako AVd a maji malo cathepsinu L, jako je tomu u autofagosomt.. AVd jsou
bohaté nejen na cathepsin L, ale i cathepsin D a beta-glucuronidazu. Autofagosomy nemaji
fosfatazovou ani aryl sulfatazovou aktivitu, AVd je maji.[3] Na obou typech autofagickych
vakuol, ¢asnych i pozdnich se nachazi protein LAMP-2 (lysosom asociovany membranovy
protein 2). Na pozdnich se ho nachazi asi pétkrat vice.[24]

Zvyseny transport sekretorické drahy vede k odstépovani LC3 (light chain 3) vacka,
které jsou morfologicky podobné autofagosomim. (Sav¢i protein LC3 ortholog ke
kvasinkovému Atg8.) LC3 vacky vznikaji z TGN (Trans Golgi Network). Nejprve dochazi
K tvorbé tubularni struktury o priméru nékolika mikrometri, LC3 jsou akumulovany na

koncich. Nakonec dojde k odstépeni vacki. LC3 vacky neobsahuji konstitutivni néklad ani
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komponenty urcené k transportu z Golgiho aparatu do endosomil. Na tvorbé vacki se podileji
I AP1 (clatrin adaptorovy protein 1) a clatrin.[6]

V autofagii se nékolikrat uplatiiuje proces fuze membran, pfi spojovani isolovanych
membran anebo pii fuzi autofagosomu s vakuolami (obrazek ¢. 3) [14]. Pti kontaktu vakuoly
a autofagosomu, ziskdvd membrana vakuoly konkdvni tvar. Vnéjsi membrana splyva
s vakuolarni. Pfi kontaktu s vakuolou jsou vnitini a vnéj$i membrana autofagosomu v t€sném
kontaktu. Pokud nejsou vakuoly v bufice ptitomny, dochazi k akumulaci autofagosomi do
klastri v cytosolu.[1]

Baba, M. et al. Ultrastructural analysis of the autophagic process in yeast: detection of autophagosomes
and their characterization. The Journal of Cell Biology (1994); 124(6):903-913.)

Ve fuzi autofagosomu k vakuole v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae se uplatiuji
faktory sekretorickych drah, napt. Sec18p (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein; NSF) a
VtilP (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein [SNAP]
receptor; SNARE).[14]

Ungermann a spolupracovnici postulovali model homotypické vakuolarni flze
v kvasinkach (obrazek ¢. 4). Nejprve protein Secl7p asociuje s komplexem v-t-SNARE,
vazanym k t-SNARE. Protein Vam3p funguje jako t-SNARE, protein Nyvlp jako v-
SNARE.[34] Hydrolyza ATP (adenosintrifosfat) proteinem Secl8p, ktery je esencidlni pro
cytoplasma-vakuolarni transport i autofagii [14], indukuje &tyfi vzajemné vazané reakce:
uvolnéni proteinu Secl7p, disociace SNARE komplexu, aktivaci t-SNARE a transfer proteinu
LMA1 (low Mr activity 1) k aktivaci komplexit SNARE, aby byly stabilizovany pro
»docking® a fuzi. Béhem spojeni vakuol (docking), které vyzaduje G protein Ypt7p (GTP
vazebny protein), interaguji vzajemné v- a t- SNARE komplexy obou vakuol a zistavaji
v komplexu 1 po fuzi. Paralelni usporadani ,,coiled-coil* domén komplexi SNARE by mohlo

slouzit jako hnaci sila pro fuzi obou spojenych vakuol.[34]



Pro tvorbu autofagosomi jsou nezbytné také faktory spojené s pucenim COPII
(coatmer protein Il) vacka, napt. Sec12p (GDP/GTP ,,exchange* faktor), Sec16, 23 a 24. To
naznacuje uzky vztah autofagie se sekretorickymi drahami.[14]

Vyse uvedené faktory patii mezi Casné sekretorické proteiny. Pozdni Sec proteiny se

autofagie neucastni.[14]
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Obrazek €. 4: Homotypicka fuze autofagosomu s vakuolou. Protein Secl7 asociuje s komplexem v-t-
SNARE. Secl8 se vaze na hypoteticky receptor. Hydrolyza ATP proteinem Secl8 vede k uvolnéni
Secl7, disociaci SNARE komplexu, aktivaci SNARE proteinem LMAL1 (t-SNARE oznaéené
hvézdi¢kou). Pomoci proteinu Ypt7p interaguji v- a t-SNARE komplexy obou vakuol. V-t-SNARE
komplexy jsou zachovany i po fuzi vakuol. Nejprve jsou v jedné vakuole pfitomny proteazy a v druhé
proALP (precursor form of alkaline phosphatase), po spojeni vakuol se z proALP stdva maturovany
protein ALP. (pievzato z Ungermann, C. et al. A vacuolar v—t-SNARE complex, the predominant form
in vivo and on isolated vacuoles, is disassembled and activated for docking and fusion. The Journal of
Cell Biology (1998); 140(1):61-69.)



Mezi vnitini a vnéjSi membranou autofagosomu se nachdzi lysosomalni integralni
proteiny, hydrolazy, které jsou odpovédné za fuzi s vakuolou [3].

Nedostatek proteinazy B vede k akumulaci autofagickych télisek ve vakuole. Aktivita
proteinazy B je inhibovana v pfitomnosti PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride).[15]

Protein ubiquilin spojuje makroautofagii a chaperonem zprosttedkovanou autofagii
(CMA). Ubiquilin je pfitomen v autofagosomech i autolysosomech, vaze se na ob¢ formy
proteinu LC3, LC3-1 a LC3-Il (ortholog Atg8-PE). Vytazeni ubiquilinu ziejmé piimo
zbranuje tvorbé LC3-Il. Proteiny vazajici se na ubiquilin jsou degradovany procesem
makroautofagie. Sam ubiquilin neni jen nezbytny, ale je v procesu makroautofagie sam
degradovan. Navic je ubiquilin substratem CMA.[25]

Autofagie je blizce provazana s cytoplasma-vesikularnim transportem (Cvt) uzivanym
pro import API (vacuolar hydrolase aminopeptidase 1) do vakuol. Cvt vacky jsou mnohem
mensi, 140-160 nm, nez autofagické (300-900 nm). Maji vsak podobnou strukturu, oba typy
maji vn&jsi a vnitini membranu. Vacky Cvt konci ve vakuole. Pti hladovéni jsou Cvt vacky
zavzaty do autofagosomu spolu s cytosolickymi komponentami.[4] Propojeni drah a autofagie
a cytoplasma-vakuolarniho transportu je znazornéno na obr. ¢. 5. Evidence pro toto propojeni

pfinasi i dalsi prace [29].

\
Cvt vesicle
Growing @@
Nucleus f% Isolation
Cyt complex
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Autophagosome

Obrazek €. 5: Propojeni drah autofagie a cytoplasma-vakuolarniho transportu (Cvt). ProAPI (precursor
form of API) vytvaii v cytosolu komplex. Tento Cvt komplex je zacilen k vakuole dvéma drahami
z&vislych na nutriénich podminkach. V rtustovych podminkdch se kolem Cvt komplexu vytvari Cvt
vacek. Naopak behem hladovéni bun€k na dusik je Cvt komplex zavzat do autofagosomil. Nakonec
vngj§i membrana Cvt vacku nebo autofagosomu fuzuje s vakuolou a po rozbiti t€chto vacki se proAPI
v lumen vakuoly stava maturovanou hydrolazou. (pfevzato z Baba, M. et al. Two distinct pathways for
targeting proteins from the cytoplasm to the vacuole/lysosome. The Journal of Cell Biology (1997);
139(7):1687-1695.)



Atg9 se nachazi na autofagosomech jak v kvasinkovych tak sav¢ich bunikach. Tento

protein, také oznacovan jako Cvt7, byl ukazan nezbytnym jak pro Cvt i autofagii.[4]

2.1.2. Regulace makroautofagie

I béhem normalnich rastovych podminek probiha bazalni hladina autofagie. Poruseni
téchto podminek zvysi hladinu autofagie. Autofagii mtize vyvolavat napt. hypoxie, nedostatek
kysliku u mnohobunécénych organismil, nebo oxidativni stres, vznik kyslikovych radikalt
poskozujicich buiiky, déle také virova infekce, ktera spojuje autofagii s vrozenou a ziskanou
imunitou, ER stres, tvorba nesbalenych proteinli, nedostatek energie ve form¢é ATP a
dalsi.[50]

Primarn¢ je autofagie regulovana Atg (autophagy-related) proteiny, které se vyskytuji
v PAS a reguluji vznik autofagosomi. Postupné dochazi k regulaci vSech krokti autofagie az
po sfizovani autofagosomu s lysosomalnim kompartmentem bunék a recyklaci.[50]

Hlavnim regulatorem autofagie je protein kindza Tor (target of rapamycin), kterd
negativné reguluje kindzu Atgl za normadlnich rdstovych podminek. Tor fosforyluje
kvasinkovy protein Atgl3, ktery aktivuje Atgl. Hyperfosforylova forma Atgl3 ma potom
nizkou afinitu k Atgl, ktery indukuje autofagii.[13] Soucasné DmATG1 gen koduje ortholog
ATG1 genu u Drosofily, ktery je schopen inhibovat fosforylaci a aktivaci efektoru Tor, kinazu
S6K. U savci jsou homology proteinu Atgl dva proteiny, ULK1 a ULK2 (Unc-51-like kinase
1a2).[46]

Samotna protein kindza Tor je regulovdna napft. prostfednictvim proteinu p53, ktery se
nachazi v cytoplasmé a inhibuje autofagii. Jeho nedostatek autofagii indukuje.[49]

Mimo jiné je autofagie regulovéna i na transkripéni urovni. Pfi inhibici protein kindzy
Tor je zvySena exprese Atg8.[9] Atg proteiny jsou upravovany také post-translacné tieba
fosforylaci nebo acetylaci [50].

Nejprve se do formace autofagosomu (obrazek ¢. 6) zapoji komplex PtdIns3K
(phosphatidylinositol 3-kinase) tvofeny proteiny Vps34, Atgld a Atg6 (ortholog savciho
proteinu Beclin 1). Aktivace tohoto komplexu zptsobi vazbu dalsich autofagickych proteind,
napt. Atgl2-Atg5-Atglé a Atg8-PE, které se podili na zvétSovani formujiciho se
autofagosomu.[50]

Béhem hladovéni dochazi k disociaci komplexu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)/Beclinl.
Bcl-2 je fosforylovan a Beclin 1 se s nim jiz nemtize vazat. Fosforylaci zajistuje kinaza JNK
(C-Jun N-terminal protein kinase), kinaza z MAPK (mitogen-activated protein kinase)

kinazové superrodiny.[47]



Uroven autofagie je vys$si v buitkach nachéazejicich se v interfazi, neZ v buiikach
mitotickych. V mitoze je redukovana hladina fosfatidylinositol-3-fosfatu (PtdIns3P), ktery je
pod kontrolou komplexu Vps34-Beclinl. Aktivni kinaza Cdk1 (cyklin dependentni kinaza 1)

brani interakci mezi Beclinem 1 a Vps34.[52]
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Obrazek €. 6: Schematické zobrazeni autofagie. Bunééné komponenty uréené k degradaci jsou zavzaty
do autofagosomu sjeho tvorbou, na které se podili autofagické proteiny. PtdInc3K, ktery je za
normalnich podminek inhibovan Bcl-2 (B-cell lymphoma 2; protein regulujici apoptozu), zajistuje
spojovani fagofori (membran PAS) dohromady a vaze na vznikajici autofagosom dalsi autofagické
proteiny (Atgl6, AtgS, Atgl2, Atg8). Na autofagické membrané se rovnéz nachazi protein Atg9, ktery
se také podili na tvorbé autofagosomu. Po dokonceni vacku autofagosom fuzuje s lysosomem, ktery
obsahuje proteazy, a vznika autolysosom. Proteazy degraduji obsah ptivodniho autofagosomu. (pfevzato
z *He, C., Klionsky, D. J. Regulation mechanisms and signaling pathways of autophagy. Annual
Review of Genetics (2009); 43:67-93.)

Kromé Atg proteinil se na regulaci autofagie podili mnoho dalsich molekul [50].
Je regulovano i napf. mnozstvi isolovanych membran v PAS. Této oblasti regulace se

ucastni proteiny Arf6 (ADP ribosyla¢ni faktor 6), ktery se v bunkach vyskytuje ve dvou



stavech, s navazanym GTP (aktivni forma) nebo GDP (inaktivni forma), a protein ARNO (Arf
nucleotide binding site opener), ktery vyménu GTP za GDP zajist'uje.[53]

savcu se vyskytuje kinaza PKR, ktera pii virové infekci nebo hladovéni na dusik fosforyluje
elF2a. Pti naruseni fosforylace tohoto faktoru dochézi k poruse autofagie.[45]

B¢hem starnuti dochazi ke zméné exprese lidskych proteini BAG (Bcl-2-associated
athanogene). Exprese geni BAGI a BAG2 je snizovana, naopak exprese genu BAG3
zvySovana. Pii snizeni exprese BAGI pievazuje exprese BAG3 a naopak. ZvysSeni hladiny
exprese BAG3 vede ke zvyseni hladiny proteinu LC3 ve form¢ LC3-11. BAG3 zapojuje do
procesu autofagie protein p62, ubiquitin vazajici protein, ktery se pfimo vaze na protein LC3.
Bunika potiebuje rovnéz likvidovat ubiquitinylované proteiny. Staré bunky, které nemayji
ptisun Bag3, jsou nuceny vice vyuzivat UPS (ubiquitin proteosomalni systém).[51]

Vyse uvedené zpusoby regulace makroautofagie jsou spiSe jen priklady. Existuje

obrovské mnozstvi proteind, které se na celém procesu podili.[50]

2.2. Mikroautofagie

Mikroautofagii je mozné rozdé¢lit na typ I, kterym jsou ve vakuole degradovany
rozpustné komponenty cytosolu, a typ I, kdy dochazi k degradaci organel. Proces vyzaduje
ATP. Inhibice zavisi na koncentraci inhibitorli a pfitomnosti cytosolu, inhibitory ziejmé
zabranuji vazani cytosolickych faktort k vakuolarni membrané.[17]

A pravé na zaklad¢ inhibi¢nich studii rozd¢lili J. B. Kunz a jeho spolupracovnici
mikroautofagii do ¢ty fazi (obrazek ¢. 7). Prvni faze je inhibovana nystatinem,
aristolochovou kyselinou a GTPyS (guanosin 5°-3-O-(thio)trifosfat), druha chladem, tieti
valinomycinem a FCCP (carbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon) a ctvrta
rapamycinem a K252a  ((9S-(90a,108,120))-2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-hydroxy-10-
(methoxycarbonyl)-9-methyl-9,12-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3¢,2¢,1-kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]-
benzodiazocin-1-one). GTPyS ziejmé plsobi na GTPazy, aristolochova kyselina ovliviiuje
slozeni fosfolipidli piisobenim na fosfolipadzy. Proces mikroautofagie muze byt zastaven
chlazenim pouze do druhé faze, pozd&jsi zastaveni chlazenim neni mozné.[17]

Nystatin sice interferuje s funkcemi proteini Secl7p a Secl8p, ale vzhledem k tomu,
ze mikroautofagie je nezavisla na SNARE, nebude tento fakt pfi¢inou inhibice. Nystatin
nenaruSuje membranovy potencidl. Vaze ergosterol a zabranuje tak invaginaci a/nebo

odstfizeni vacku, ovliviiuje fluiditu membrany.[17]
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Faze Il je zdvisla na elektrochemickém gradientu. Ziejmé se nékteré cytosolické
faktory vazi na membranu a umoznuji tvorbu vacka. Pravé valinomycin narusSuje
membranovy potencial.[17]

Invaginace vakuolarni membrany je d& nezavisly na mikrotubulech. Dochézi
k biochemickym zménam ve vakuolarni membrané, aby mohl probéhnout posledni krok,
rychly vznik vacku. Proces nemé zadny stabilni meziprodukt. Prvni tfi fdze vedou k pfipravé
kompetentniho stavu, nasledné rychlé odstfizeni vacku odrazi tuto predpfipravenost
invaginace. Faze IV je ,skutecna™ faze mikroautofagie. Nezavisi na cytosolu nebo ATP,

Vv tomto kroku jiz piisobi vakuolarni proteazy.[17]

Nystatin
GTPyS Valinomycin/ K252a
Aristolochic acid e F{j{il? Rapalmycln
Stage 0—1 —— 11 11k IV

Obrazek ¢. 7: Faze mikroautofagie a jejich inhibitory. Faze I inhibovana nystatinem, GTPyS a
aristolochovou kyselinou. Faze II inhibovana chladem. Faze III inhibovana valinomycinem a FCCP.
Féaze IV inhibovana K252a a rapamycinem. Ve fazich I-III dochazi k invaginaci membrany vakuoly a
tvorbé vacku. Ve IV. Fazi dochazi k odstépeni vacku. (pievzato z Kunz, J. B. et al. Determination of
four sequential stages during microautophagy in vitro. The Journal of Biological Chemistry (2004);
279(11):9987-9996.)

Za spotieby ATP vstupuji procesem mikroautofagie do pozdniho endosomu (LE)
rozpustné cytosolické proteiny. Na dopravé proteintt do LE se velmi malou mérou podili i
makroautofagie, ale nikoliv chaperonem zprosttedkovana autofagie (CMA).[18]

Mikroautofagie probihd invaginaci membrany a je nezavisla na receptoru LAMP-2A.
Dulezitou roli v selektivnim transportu proteini do LE hraje chaperon Hsc70 (heat shock
cognate 70), ktery se vaze na KFERQ motif proteini. OvSem jeho role v tomto procesu neni
udrzovani proteinl v jejich nesbaleném stavu. Hsc70 se svym bazickym koncem véze na
zaporng nabitou membranu endosomu.[18]

Urcité mnozstvi proteinti konstitutivné podstupuje mikroautofagii béhem biogeneze

multivesikularnich télisek (MVB). Pti naruSeni morfologie MVB, rovnovahy cholesterolu, je
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narusena i endosomalni mikroautofagie. Pro tvorbu MVB je potfeba ATPaza Vps4, slouzici
k disociaci endosomalnich sortujicich komplexii (ESCRT) z endosomalni membrany, a
protein Tsgl01, ESCRT I, pozitivni regulator biogeneze MVB.[18]

Caste¢na mikroautofagie jadra (PMN; Piecemeal Microautophagy of the Nucleus)
probihd Vv kvasinkovych buitkach pomoci vacki zjadra do vakuoly. Je ji mozné navodit
hladovénim.[19] Bazalni PMN vsak probiha i za optimalnich ristovych podminek [33]. Jeji
jednotliva stadia jsou schematicky ukazana na obr. 8. Pro u¢innou PMN je nezbytny zakladni

autofagicky aparat.[19]

I Il 1l vV

Obrazek ¢. 8: Schéma casteéné mikroautofagie jadra. Faze I — spojeni jadra s vakuolou. Faze II —
vchlipeni ¢asti jadra s membranou endoplasmatického retikula do vakuoly. Faze III — odstépeni vacku
odvozeného 7 jadra. Faze IV — uzavieni vacku do vakuoly a jeho degradace. (ptevzato z Krick, R. et al.
Piecemeal microautophagy of the nucleus requires the core macroautophagy genes. Molecular Biology
of the Cell (2008); 19(10):4492-4505.)

Biogeneze vacki PMN je zavisla na proteinech Atgl a Atgl5. Protein Atg8 ve vaccich
pfitomen neni. Protein Atgl5, ktery zajiStuje lyzi autofagickych télisek ve vakuole, se podili
na degradaci mikroautofagickych vacku. Pro ucinnou PMN jsou tfeba funkce dalSich
proteind, mimo jiné, Vac8, Atg7, 10, 12, 16 a 18. Né&které proteiny, jako napt. Atgll a Atgl7,
jsou specifické pro mikroautofagii, nékteré Atg proteiny nejsou naopak pro tento proces
potieba, napt. Atg26 a Atgl9.[19]

V PMN se uplatituje V-ATPé4za. Po zablokovéani jeji funkce vykazuji buitky fenotyp
neindukované PMN. ATPazova aktivita hraje roli ve dvou krocich mikroautofagie. Prvnim je
invaginace membrany v misté spojeni jadra s vakuolou, druhym krokem je odstfizeni vacku
do vakuolarniho lumenu. Spojeni jadra s vakuolou vytvaii difuzni bariéru ve vakuolarni

membrané. ATPaza je vytlaGena ztéchto spoji, jsou Vv nich piitomny dlouhé fetézce
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nenasycenych mastnych kyselin. Samotné formovani spoji probih4 ve dvou krocich, proteiny
Nvjlp a Vac8p vytvaii interakce mezi membranami jadra a vakuoly.[33]

PMN je vice podobna makroautofagii nez Cvt transportu, ale je zavisla na faktorech
obou cest degradace. Fuze s vakuolou probiha odliSnym zptisobem, nez je tomu u
homotypické fuze autofagosomu s vakuolou. Behem PMN se ¢ast endoplasmatického retikula
stava soucasti PMN vackd, ovSem jinym zplisobem nez je tomu u ER fagie. PMN se ¢astecné

odlisuje od jinych procesti podobnych mikroautofagii.[19]

2.3. Chaperonem zprostiredkovana autofagie

Substraty uréené k chaperonem zprostfedkované autofagii (CMA) se vazi na receptor
lysosom LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A). LAMP-2A interaguje
S jinymi proteiny v lysosomalni membrané a tvofi komplexy. Vyskytuje se v péti riznych
typech komplext odlisenych podle velikosti, od 150 kDa po vice nez 850 kDa. Piimo na
lysosomélni membrané tvoii LAMP-2A komplexy o vysoké a stiedni molekulové hmotnosti,
zatimco v lysosomalnim lumen tvoifi 200-400 kDa komplexy, které se sklddaji predevSim
z LAMP-2A a Hsc70. Lysosomy ucastnici se CMA (CMA+ lysosomy) maji v lumenu vyssi
koncentraci Hsc70 a nizs$i pH nez ostatni (CMA-) lysosomy.[20]

LAMP-2A monomery maji velikost 90-110 kDa. Tento protein je siln¢ glykosylovan.
Lysosomy s vyssi CMA aktivitou vazou vice LAMP-2A v 700 kDa komplexu. Stejn¢ tak 700
kDa komplex pifevladd pfi podminkach podporujici translokaci substratu. Pfi mutagenezi
tohoto komplexu se snizuje rychlost procesu CMA.[20]

Chaperon Hsc70 nemigruje s LAMP-2A do 700 kDa komplexu, ale vyskytuje se
pouze v komplexu o velikosti 250 kDa. Hsc70 rozvoliuje multimerické LAMP-2A komplexy.
Tento proces opét vyzaduje ATP. Jakmile se LAMP-2A nachazi ve vysokomolekularnim
komplexu, substrat se nemize navazat. Hsc90, dalsi chaperon potiebny v CMA, interaguje
s LAMP-2A v lysosomalni membran¢ a podili se na multimerizaci LAMP-2A. V lysosomech
s vysokou CMA aktivitou je mnozstvi Hsc90 nizsi, stejné je tomu u Hsc70. Oba chaperony
asociuji s obéma stranami lysosomu. Pisobeni Hsc70 sice vede ke zvySeni monomerd
LAMP-2A, ale po inhibici Hsc90 je LAMP-2A ziejm¢ nestabilni. Stabiliza¢ni efekt na
LAMP-2A ma Hsc90 na luminalni strané lysosomalni membrany. Absence Hsc90 zvysuje
citlivost LAMP-2A k proteazam.[20]

LAMP-2A  je Vvlysosomalni membran¢ organizovan velmi  dynamicky.

Nizkomolekularni komplexy vazou substrat, vysokomolekularni ho translokuji do lumen.
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Hsc70 zptsobuje posun do nizkomolekularnich komplexti. AvSak jakmile se utvoti 700 kDa

komplex, dochazi k translokaci substratu (obrazek ¢. 9).[20]

( substrate
e L-2A assembly L-2A disassembly

A" Hsc70

¢

Cytosol !
?
f ..-""'“.
L. Mb -
L-2A . -
Hsps0
L. Mtx
Substrate binding Transition state Multimer/Transport Transition state Monomer

Obrazek €. 9: Zmény receptoru LAMP-2A (L-2A) na lysosomalni membrané (L. Mb). Lysosomalni
matrix (L. Mtx). CMA substrat dopraven cytosolickym chaperonem Hsc70 na monomer L-2A. Vazba
substratu zapficini vznik multimerického L-2A komplexu. Substrat je translokovan do L. Mtx.
Chaperon Hsc90 (Hsp90; heat shock protein) stabilizuje 700kDa L-2A komplexy. Hsc70 rozvoliiuje
700kDa L-2A komplexy. (pievzato z Bandyopadhyay, U. et al. The chaperone-mediated autophagy
receptor organizes in dynamic protein complexes at the lysosomal membrane. Molecular and Cellular
Biology (2008); 28(18):5747-5763.

LAMP-2A se za normalnich podminek vyskytuje v urcitych oblastech lysosomalni
membrany, s definovanym slozenim lipidi. Jednd se o oblasti bohaté na cholesterol a
gangliosid GM1 (monosialotetrahexosylganglioside). Asociace LAMP-2A s mikrodoménami
je zavisla na cholesterolu. Hsc70 a Hsc90 se v mikrodoménach nevyskytuji. Zmény
ptitomnosti LAMP-2A v membranovych mikrodoménach koreluji se zménami nutri¢nich
podminek bunék.[21]

Béhem hladovéni se LAMP-2A dostava z mikrodomén (obrazek €. 10). RozruSeni
téchto domén vede k aktivaci CMA 1 makroautofagii. Vazba substratu ma zfejmé vliv na
mobilizaci LAMP-2A z mikrodomén, ve kterych existuje jako monomer. Mnozstvi LAMP-
2A v membrané je regulovano cathepsinem A a membranovou metaloproteazou. LAMP-2A,
ktery je Stépen cathepsinem A mezi transmembranovym a luminalnim tsekem, je zavzat do
lumenu lysosomu. Pravé v mikrodoménach je LAMP-2A odstranovan z membrany.[21]

Pfi naruSeni makroautofagie je CMA konstitutivné aktivovana. Lysosomalni

schopnost translokace CMA substratu je zvySena a CMA aktivni lysosomy jsou lokalizovany
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Vv perinuklearni oblasti. Narast CMA v makroautofagicky defektnich bunikach je vysledkem
nariistu lysosoma s Hsc70. Tento pfechod z makroautofagie na CMA je umoznén prave
zvySenim stability Hsc70 v lumen lysosomu. Pokud je vytfazen protein Atg5, rovnéZz dochazi
k vys§i urovni CMA. Mechanismy zodpovédné za zmény v regulaci jsou odlisné

Vv konstitutivnim a inducibilni aktivaci CMA.[22]

Vb oc)e

LAMP-
Cath A '

LAMP-2A ”/' 2 '._t:_, ﬁ

Microdomain o—v/ /'-'; %

v..-)

v CMA "~ Lysosome A CMA
Obrazek €. 10: Uvolnovani LAMP-2A z mikrodomén Vv zavislosti na CMA aktivité. Cath A (Cathepsin
A) odstrafiuyje LAMP-2A z mikrodomén pii zvySeni aktivity CMA. (pfevzato z Kaushik, S. et al.

Lysosome membrane lipid microdomains: novel regulators of chaperone-mediated autophagy. The
EMBO Journal (2006); 25(17):3921-3933.)

Monomery gliového fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP) o velikosti 50 kDa jsou
soucasti LAMP-2A komplexti o velikosti 100, 250 a 700 kDa. GTP zvySuje tuto vazbu
k lysosomu, konkrétné ke 100 kDa komplexu. GTP snizuje aktivitu CMA, mira inhibice je
dana koncentraci GTP. GTP inhibuje CMA pravé prostiednictvim GFAP. V nepfitomnosti
GTP zvysena koncentrace GFAP zvySuje CMA na CMA+ lysosomech. Na CMA- lysosomy
se GFAP vaze mnohem méné nez na CMA+ lysosomy, je to neselektivni vazba necitliva ke
GTP. V piitomnosti GTP je mnoZstvi LAMP-2A v mikrodoménach zvySovano, pii GFAP
snizovano.[23]

GTP se na GFAP nevaze ptimo, ale ptes GTP-vazebny protein, elongacni faktor 1 alfa
(EF1a). GFAP a EFla jsou detekovany v 100 kDa komplexu, ale v komplexu velkém 700
kDa se nachazi pouze GFAP. Vétsina GFAP ve 100 kDa komplexu je fosforylovana. GFAP a
EFla tvofi v membrané heterodimery, které jsou v ptitomnosti GTP rozruseny. Pod vlivem
GTP je EFla uvoliiovan z membrany. EFla se nikdy nevyskytuje v komplexu s LAMP-2A.
GFAP se k LAMP-2A vaze selektivné. EF1a ke své vazbé k lysosomalni membrané potiebuje
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GFAP. Pouze lysosomalni isoforma EFla asociuje s lysosomy a méni naboj béhem aktivace

CMA.[23]

2.4. Rnautofagie

Nejnovéji objevenym typem autofagie je Rnautofagie. Béhem ni dochéazi K pfimému
transportu RNA (ribonukleova kyselina) do lysosomu, ktery vyzaduje hydrolyzu ATP.[2]

Receptorem pro tento typ autofagie je protein LAMP2C, jedna ze tii sestiihovych
variant proteinu LAMPC, ktery se nachdzi v membrané lysosomu. S LAMP2C interaguji
RNA-vazebné proteiny po navazdni RNA. RNA interaguje piimo s LAMP2C, castecné
s LAMP2B, coz je ovSem interakce nefyziologicka. S proteinem LAMP2A RNA
neinteraguje.[2]

Timto mechanismem je degradovano 10-20% RNA v zivych bunkach [2].

3. Geny souvisejici s autofagii a jejich proteiny

Na autofagii v kvasinkach S. cerevisiae se podili, krom¢ jiného, pies 30 Atg
(autophagy related) proteinti. Z nich 16 je nezbytnych pro tvorbu autofagosomu béhem
hladovéni. Vzajemné vztahy mezi témito proteiny nejsou dosud pfili§ jasné. Pro alesponl
castecné pochopeni funkci né€kterych znich, byla dileZitym momentem identifikace pre-
autofagosomalni struktury (PAS). PAS je sestavovana pomoci hierarchickych interakci mezi
Atg proteiny.[58]

Wiebe H. Meijer a jeho spolupracovnici provedli analyzu protein-genomovych
databazi kvasinek, vlaknitych hub, Arabidopsis thaliana a ¢lovéka nebo alespon nékterych
genomovych oblasti, pro kterd jsou dostupné data. Vychazeli z ptedpokladu, Ze konzervovana
sekvence odrazi funk¢ni ekvivalenci.[16]

Zjistili, ze n€které geny a jejich produkty maji své homology od kvasinek az po
Clovéka. Takovymi jsou naptiklad ATGI, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 16 a 18. Ale napt.
ATG22 a ATG17 byly nalezeny pouze u kvasinek a vlaknitych hub. Stejné tak ATG29 nebyl
nalezen u mnoha organismu. OvSem nékteré dal$i komponenty autofagie jako jsou Vpsl5 a
Vps34 byly nalezeny u vSech zivoCichl.[16] To nasvédCuje tomu, Ze Atg proteiny
pozadované pro neselektivni autofagii jsou vysoce konzervované. Ukazuje to také na

dulezitost procesu autofagie pro bunécné pieziti a zivotaschopnost.
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3.1. Kinazovy komplex proteinu Atgl

Kvasinkovy protein Atgl (Apgl) je velky protein (897 aminokyselin) s N-koncovou
protein kinazovou doménou. Jeho homology byly nalezeny u c¢lovéka, mysi a dalSich
zivocichii.[12]

Aktivace Atgl indukuje autofagii (obr. 11). Klicovou roli v aktivaci Atgl hraji dalsi
Atg proteiny — proteiny Atgl7 a Atgl3. Protein Atgl3 se k Atgl vaze svou centralni ¢asti,
aminokyselinami 432 az 520.[13] Pouze pii podminkach vedoucich k autofagii Atgl
interaguje s proteinem Atgl3. Naopak pii Cvt transportu k interakci nedochazi. Autofagie
neni ovlivnéna kindzovou aktivitou Atgl, ale je zavisla na interakci s Atgl3. Pfi pfechodu
Atgl z autofagie a Cvt transportu dochéazi ke zméné konformace proteinu. Poslednich 18 C-
terminalnich aminokyselin je dilezitych pro Cvt transport, vytvafi specifické interakce, které
jsou zruSeny po indukci autofagie. Na strukturnich zménach Atgl se ziejm¢ podili protein

Cvt9.[12]
Obrazek ¢. 11: Aktivace Atgl v Tor draze. Za

(») normalnich podminek indukuje kindzova aktivita
proteinu Tor autofosforylaci Atgl kinazy a to bud
- ptimym pisobenim na Atgl nebo ptes modulaci
fosforylace proteinu Atgl3. Inhibice Tor ma za
@)

nasledek castecnou defosforylaci Atgl3 a pokles

l autofosforylace Atgl, ktery vede k defosforylaci a

strukturni zméné proteinu Atgl. Tato strukturni
\ ADP  ATP zména koreluje se zvySenou interakci Atgl
Cwio Y Apel 3 s proteinem Atgl3 a spolutéinkuje pfi ni protein
_T Cvt9. Defosforylovana forma Atgl fidi (v interakci

=

H.O . s Atgl3)  formovani  autofagosomu,  zatimco
2 j
l J fosforylovand forma tidi nukleaci Cvt vacku.
Nucleation of Nucleation of (pfevzato z Abeliovich, H. et al. Chemical genetic
Cwt vesicles autophagosomes

analysis of Apgl reveals a nonkinase role in the
induction of autophagy. Molecular Biology of the Cell (2003); 14(2):477-490.)

Béhem Cvt transportu prochazi Atgl cykly fosforylace a defosforylace. Bez C-
terminalni oblasti zlstavd Atgl v autofagickém modu. Aminokyseliny 880 az 886 maji
ziejmé specifickou roli pro funkci ve Cvt transportu. Mutace v L886 na glycin vede ke
specifickému bloku Cvt. V této oblasti ma protein strukturu alfa helixu.[12]

17



3.2. Konjugac¢ni systémy proteinu Atgl2 a Atg8

V prodluzovani isolovanych membran PAS jsou zahrnuty dva ,ubiquitin-like*
konjugaéni systémy zalozené na dvou Atg proteinech — Atgl2 a Atg8, svou terciarni
strukturou (nikoliv sekvenéni homologii) pfibuznych ubiquitinu. V jednom z nich je protein
Atgl2 (v roli posttranslacniho modifikatoru) aktivovan a konjugovan s proteinem Atg5 a poté
tvoii komplex Atgl2-AtgS-Atgl6, ktery se vaze k vngjsi isolované membrané. Ve druhém je
protein Atg8 konjugovan k lipidické slozce — fosfatidylethanolaminu (PE) a posléze

integrovan do obou, vnitini i vnéjs$i, membran tvoticiho se autofagosomu.[59, 10]

3.2.1. Konjugacni systém proteinu Atgl2

Atgl2 byl prvnim identifikovanym proteinem v autofagii, ktery m¢l prvky tercidrni
struktury podobné ubiquitinu. Nejprve je Atgl2 aktivovan proteinem Atg7. Ten funguje jako
E1 enzym ubiquitinového systému. Atg7, jinym ndzvem Cvt2, se thioesterovou vazbou vaze
na C koncovy glycin Atgl2 a vytvaii spolu ptfechodny enzym-substrat komplex. Pro
vytvoreni piechodného komplexu Atgl2 a Atg7 je esencidlni ATP vazebna doména, stejné tak
Cys™®" proteinu Atg7. Protein Atg7 se pfevaznd vyskytuje v cytoplazmé.[7] Naslednd je
Atgl2 prenesen k proteinu AtglO (enzym podobny enzymu E2 ubiquitinového systému),
ktery katalyzuje konjugaci Atgl2 s proteinem Atg5 [11].

Ubiquitinu podobna C-koncova oblast Atgl2 je nezbytna pro tvorbu komplexu Atgl2-
Atg5 a také pro autofagii [11]. Protein Atg5 se sklada ze tfi domén, N-koncové ,,ubiquitin-
like* (Ubl) domény UbIA a C-koncové ,,ubiquitin-like* domény UbIB, které jsou navzajem
spojeny HR (helix-rich) doménou bohatou na alfa helixy. Celkem je Atg5 tvofeno 9 alfa
helixy a 10 beta listy. Kazda ubiquitin-like doména obsahuje dva alfa helixy a pét beta listd
(homologie ubiquitin a ,,ubiquitin-like* proteinti). Mezi jednotlivymi doménami dochazi
k mnoha interakcim a ve vysledku tvofi globularni strukturu. Lys149, ktery je lokalizovan na
alfad Atg5, ktera je soucast HR domény, je identifikovan jako konjugaéni misto pro Atgl2.[8]

Atg12-AtgS konjugat pak interaguje déle s proteinem Atgl6. Aminokyselinovy zbytek
F154 proteinu Atgl2 je dilezity pro agregaci s Atgl6. Jeho mutace méni biochemické
vlastnosti komplexu, ktery pak agreguje v cytosolu.[11] Helix N-koncové domény Atgl6
interaguje s Atg5. Pifima interakce Atg5 a Atgl6 je nutna pro lokalizaci Atgl6 do PAS, ale
také pro uc¢innou tvorbu komplexu Atg8-PE.[8]

Atg5 je lokalizovan na izolovanych membranach. Pfi¢emz rozloZeni proteinu je velmi

asymetrické. VE&tSina se nachazi na vnéjsi strané, jen nékolik malo molekul na vnitini. Témét
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zadny Atg5 se nevyskytuje na autofagosomech a autolysosomech, odpojuj se kratce pted,
anebo po, vytvoreni autofagosomu.[31]

Vytvoreni komplexu Atgl2-Atg5 neni rozhodujici pro lokalizaci Atg5 do membrany,
ale pro elongaci isolovanych membran do tvaru hrnku a autofagosomu. Atgl2-Atg5 je
primarné v cytosolu a velmi mala Cast je vazdna na membranu. Po pfechodu do podminek

hladovéni dochazi k akumulaci Atg5 na membrané.[31]

3.2.2. Konjugacni systém proteinu Atg8

Tento druhy ,,ubiquitin-like* konjugacni systém zahrnuje konjugaci proteinu Atg8
k lipidické slozce PE. Kvasinky maji pouze jeden ATGS8 gen (kddujici hydrofilni protein Atg8
o 117 aminokyselinach), zatimco savci maji nékolik genti kodujicich proteiny podobné AtgS.
Ty mohou byt rozdéleny do tfi podrodin: 1) protein LC3 (light chain 3), ii)) GABARAB (c-
aminobutyric acid (GABA) receptor associated protein) a GATEL6 (Golgi-associated ATPase
enhancer of 16kDa; GATE16 znamy téz jako GABARAPL2).[62, 9]

Proteiny Atg8 jsou syntetizovany jako prekurzory, jez jsou ihned $tépeny v jejich C-
konci specifickou glycinovou proteazou Atg4.[63] Atg8 interaguje s Atg4, ktery je alelicky
k proteinu Aut2. Pfedpokladalo se, Ze Atg8 se vaze na mikrotubuly pravé pies Aut2 a tim se
autofagosomy dostavaji k vakuole, ovSem depolymerizace mikrotubuli nemé vliv na
autofagii.[9]

Stépeni proteinem Atg4 vede k vytvofeni C-koncového glycinu [63]. Karboxylova
skupina koncového glycinu je aktivovana enzymem Atg7, coz je stejny enzym (,,E1-like®),
ktery aktivuje Atgl2. Aktivaci vznikéd thioesterova vazba mezi Atg8 a Atg7. Glycinovy
zbytek je pak prenesen k Atg3 (,,E2-like* enzym) a tato interakce vede k tvorbé amidové
vazby mezi PE a glycinovym zbytkem Atg8.[60]

Pii zaméné cysteinu v pozici 234 za serin vytvari Atg8 a Atg3 stabilni komplex,
esterova vazba s C-termindlnim glycinem Atg8, a nemize dojit k tvorbé Atg8-PE. Divoky typ
vytvafi vazbu nestabilni. Koncentrace Atg12-Atg5 ma vliv na tvorbu Atg8-PE.[10]

I pfi rGstovych podminkach dochéazi k expresi Atg8, ale béhem hladovéni dochézi ke
zvyseni jeho transkripce. Zadné dalsi Atg proteiny nejsou potieba pro indukci Atg8. Atg8 se
vaze k membranovym strukturam. Pii podminkéch ristu je Atg8 rozptylen po cytoplazmé, ale
jakmile buiika pfejde do podminek hladovéni, shromazd'uje se Atg8 v blizkosti vakuoly, do
lumen autofagosomu. V maturovanych autofagosomech se ov§em vyskytuje pouze ojedinéle.

Atg8 se vyskytuje na povrchu zvinéného membranového vaku, strukturach s ¢aste¢nou
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dvoumembranou, polokruhovych izolovanych membranach. Atg8 je potiebny k fuzi
autofagosomu s vakuolou, porucha vede k akumulaci autofagosomii v cytoplazmé.[9]

Atgl2-Atg5-Atgl6 komplex ma dulezitou regulacni roli v Atg8 konjugaci. Deficience
nebo mutace Atg5 proteinu, ktera brani vytvoreni Atgl2-Atg5 komplexu zmati téméf Gplné
konjugaci Atg8-PE.[11, 31] In vitro pokusy ukazaly, ze Atgl2-Atg5 konjugat zesiluje tvorbu
Atg8-PE interakci s Atg3 a stimulaci jeho aktivit [10]. Atgl6 je dulezity pro lokalizaci Atg8
Vv PAS [5]. Sav¢i Atgl 6L urcuje misto LC3 lipidizace [35].

LC3 se vyskytuje v sav¢ich bunikach ve dvou formach. Prvni je LC3-1 a druhou LC3-1I
(obrazek ¢. 12). LC3-l se vyskytuje v cytoplazmé, kdezto LC3-1l je soucasti membran
autofagosomtl, na vnitini i vnéj$i. Po indukci autofagie se mnozstvi LC3-II zvysuje.[30] LC3

je ve studiich bézné pouzivanym markerem autofagosomi [6].

Autophagosomal membrane origin

Obrazek ¢. 12: Vazba proteinu LC3 na autofagickou membranu. Komplex Atgl2-Atg5-Atgl6L se
navaze na membranu autofagosomu. Tento komplex uvolni LC3 z jeho vazby s Atg3 a pfenese ho na
PE, ktery je sou¢asti membrany autofagosomu. (pievzato z Fujita, N. et al. The Atgl6L complex
specifies the site of LC3 lipidation for membrane biogenesis in autophagy. Molecular Biology of the
Cell (2008); 19(5):2092-2100.)

3.3. Atg9

Atg9 je membranovy protein integrovany do vackt odvozenych od Golgiho aparatu,
zvanych Atg9-vacky [61]. Tento protein funguje v ¢asnych fazich vzniku autofagosomu [26].

Zdroj Atg9 je v kvasinkach spojen s mitochondriemi. Atg9 koluje mezi mitochondrii a
PAS prostfednictvim lipidické dvojvrstvy, protein je spojen s membranou. Molekuly Atg9
jsou schopny spolu interagovat a vytvaret klastry.[28] V klastrech se Atg9 nachdzi za
optimalnich podminek. Tyto klastry se skladaji z va€k o praiméru 30-40nm a tubularnich
struktur. Pocet klastri na buiiku ¢ini 1 aZ vyjime¢né 4. Protein je vZdy na cytosolické strané

lipidové dvojvrstvy. Klastr, vzdy pouze jeden, muze obklopovat Cvt komplex.[27] Pfi
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podminkach hladovéni slozky Cvt transportu podporuji transport membran obsahujicich Atg9
do nov¢ vznikajicich autofagosomu a zpét. Atg9 prochazi pies endoplazmatické retikulum a
Casny Golgiho aparat, a pravé zcasného Golgiho aparatu se musi dostat az do
autofagosomu.[29] Odstépovani Atg9-vacka, jejich zapojeni do tvorby autofagosomu a

recyklace zpét do cytoplasmy zndzornéna na obr. 13.

Golgl
Bmgenests
Autophagosome
Isolation
membrane
Atg9 vesicle
(30 -60 nm) % Recycling (i,
- 2 @) Recycling (ii
PAS A @
Assembly ," A
oM - 5
Vacuole

Obrazek ¢. 13: Cyklus Atg9 proteinu. Atg9-vacky jsou odstépeny z Golgiho aparatu, maji pouze jednu
membranu. Béhem hladovéni se Atg9 vacky stavaji soucasti PAS a nasledné vnéjsi membrany
autofagosomu. Po dokonceni autofagosomu jsou klastry proteinu Atg9 recyklovany zpét do cytosolu: i)
pii fazi autofagosomu s vakuolou, ii) z vakuolarni membrany. (pfevzato z Yamamoto, H. et al. Atg9
vesicles are an important membrane source during early steps of autophagosome formation. The Journal
of Cell Biology (2012); 198(2):219-233.)

V kvasinkovych buiikéch divokého typu nelze rozliSit mezi PAS a Atg9 rezervoarem.
Patrn¢ Klastry v blizkosti mitochondrii jsou pravé onim rezervoarem, kde je nejvyssi
koncentrace tohoto proteinu. PAS se potom projevuje jako Atg9 Klastr v blizkosti
vakuoly.[27]

Pro uplné pochopeni vzajemného plsobeni jednotlivych Atg proteinli pii tvorbé

autofagosomu bude tfeba dalsiho vyzkumu.

4. Viry a autofagie

Autofagie je proces dulezity pro vyvoj a homeostazi tkani. Je to vysoce regulovana
bunécna degradaéni draha pro recyklaci proteinii a poskozenych organel. Autofagie je také
bunikou pouzivana jako obranny mechanismus — proti vnitrobunéénym patogenim, vcéetné
virt, pfi kterém patogeny, nebo jejich ¢asti mohou byt uvéznény do autofagosomii a
degradovany lysosomalnimi enzymy. Proteiny tGcastnici se autofagie hraji také roli v iniciaci
vrozenych i adaptivnich odpovédi imunitniho systému na virovou infekci. Na druhé strané

byly pod evolu¢nim tlakem selektovany u virtt molekularni strategie, kterymi viry tuto obranu

21



pfekonavaji, aby se mohly v bufice replikovat, nebo dokonce autofagii zneuzivaji ve sviij
prospéch.

Jednim z virti, u nichz byl vliv autofagie na jejich replikaci studovan a kterému
autofagie pomaha k ucinné replikaci, je virus Hepatitidy C (HCV).

HCV je virus z rodiny Flaviviridae a jediny ¢len rodu Hepacivirus. Genom HCV
(dlouhy 9600 nukleotidl) je jednofetézcovd +RNA, funkéné se jedna o mRNA (messenger
RNA) kodujici polyprotein o délce 3000 aminokyselin. Polyprotein je po translaci rozstipan
hostitelskymi a virovymi protedzami na tfi strukturni proteiny, tvofici kapsidu a obalku
virionu, a Sest nestrukturnich vird slouzicich k replikaci virové RNA. Primarné HCV infikuje
hepatocyty, do kterych se dostava pomoci ¢ty bunéénych receptorti. Clatrinem-mediovana
endocytoza viru je kratce nasledovand uvolnénim virové RNA z obédlky do cytoplasmy. Na
specializovaném ER pak dochazi K translaci a replikaci. Nasledné sloZeni a uvolnéni viriond
je asociovano s lipoproteinovou drahou.[54]

Po infekci virem HCV dochazi ke zvétSovani bunék, jejich lysosomalniho
kompartmentu. Infekce indukuje tvorbu autofagosomu (obrazek ¢. 14). Piesnéji HCV infekce
indukuje tvorbu Atg5 komplexi o vysoké molekulové hmotnosti.[36] Tento virus je také
schopen vyvolat zménu proteinu LC3 (savéi ortholog kvasinkového Atg8) z cytosolické
formy na membranovou formu LC3-11 [37]. OvSem replika¢ni komplex HCV viru neasociuje
s autofagickymi vakuolami, ale vyskytuje se v nich virovy obalovy protein E1 (envelope 1)
[36].

HCV nezvysSuje degradaci proteinti prostiednictvim autofagie. V bunkach, které jsou
infikovany virem HCV, neprobiha ucinné fuzi autofagosomi s lysosomy. Zablokovani
autofagie a akumulace autofagosomil ma za nasledek pokles replikace viru.[37]

Chloroquin, ktery zvySuje pH lysosomu a inhibuje lysosomalni proteazu, inhibuje
replikaci HCV bez toxického tcinku na buiky. Chloroquin v kombinaci s IFNa (interferon o)
vyrazn¢ snizuje replikaci HCV, ale tento ucinek chloroquinu je na interferonové draze
nezavisly. Pfidani chloroquinu mnohonasobné zvysSuje pocet autofagosomi na bunku, ale
degradace proteinl je sniZena, je naruSena autofagicka proteolyza. Tyto vysledky naznacuji,

ze replikace HCV vyuziva masinerie zahrnujici bunéénou autofagickou proteolyzu [39].

22



(x5,000)

Chloroquine

*

| €
. - e e € Lo
-
5.
m—m—y

Control 4h &h

Chloroguine

Number of autolysasome/100pum’ of ¢ytoplasm
)

Control  Chlorequine
10°M

Obrazek ¢. 14: Inhibiéni efekt chloroquinu na autofagii — hromadéni autofagosomu v cytosolu. B)
Metodou elektronové mikroskopie vizualizovan pocet autofagosomu (kontrola a buiky optsobené
chloroquinem). C) Analyza proteinu LC3 metodou Western blot. (pfevzato z Mizui, T. et al. Inhibition
of hepatitis C virus replication by chloroguine targeting virus-associated autophagy. Journal of
Gastroenterology (2010); 45(2):195-203.)

Infekce HCV indukuje autofagii a také odpovéd’ na nesbalené proteiny (UPR;
unfolded protein response). UPR je odpovéd na bunéény stres spojeny s endoplasmatickym
retikulem (v tomto piipadé vyvolany pfitomnosti glykoproteinti tvotici obal viru). UPR je
aktivovana v odpovédi na hromadéni Spatné poskladanych proteini v lumen ER. Jejim cilem
je obnovit normalni funkci buniky pozastavenim translace a aktivovanim signalni dréhy
vedouci ke zvysené produkci chaperoni. O aktivaci UPR se soudilo, Ze je odpovédna za
naslednou indukci autofagie. Vysledky studie Bjorn-Patricka Mohla a spolupracovniki
ukazala, Ze HCV je schopen indukovat oba tyto bunécné procesy. Ukdazala ale také to, Ze
indukce autofagie virem HCV je nezavisld na indukci UPR. Zatimco zablokovani UPR
neblokuje replikaci HCV, autofagické proteiny jsou pro Gc¢innou replikaci pozadovany.[44]

Rozpoznani virové RNA receptory vrozené imunitni odpoveédi spousti produkci
protivirovych molekul, napf. interferonu o a B a dalSich cytokind, které kontroluji infekci a
zesiluji imunitni odpovédi. Virové RNA jsou rozpozndvany cytosolickymi receptory a ,,Toll-
like* receptory (TLRs) pfitomnymi v endosomalnich a lysosomdlnich kompartmentech
bunék.[64]
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Bylo neddvno zjiSténo, Ze proteiny autofagie jsou kli¢ovymi regulatory vrozené
odpovédi hostitele na virovou infekci tim, ze aktivuji (nebo inaktivuji) indukei protivirovych
molekul v infikovanych burikach [65]. Inhibice procesu autofagie (uml¢enim exprese Beclinu
1 — sav¢iho orthologu kvasinkového Atg6) v hepatocytech infikovanych HCV aktivovala
signaliza¢ni drahu interferonu a indukovala apoptdzu. Byla tak redukovana virova replikace.
Pti inhibici autofagie umiralo cca 70% bunc¢k infikovanych HCV, pfi fungujici autofagii jen
cca 20%.[38]

Autofagie indukovana infekci HCV tedy potla¢uje vrozenou imunitu, produkci
interferond, a umozni tak viru HCV persistovat [38].

Dal$imi viry vyuzivajici autofagii pro svou replikaci jsou zastupci celedi
Picornaviridae. Poliovirus, puvodce détské obrny, je virus pattici do rodu Enterovirus. Tato
¢eled spada do fadu Picornavirales, ve které se nachazi mnoho lidskych a zvifecich patogend.
Genom polioviru je jednofetézcovda +RNA. 5° konec genomu je kryt peptidem o 22
aminokyselinach, na 3 konci je poly(rA) fetézec. Genom koduje jediny polyproteiny o délce
cca 3000 aminokyselin, ktery je St€pen na jednotlivé proteiny. Pomoci bunééného receptoru
se virus dostavd do buiiky, protein na 5° konci bunéénym aparitem odstranén, genom je
translatovan a replikovan a vytvari se nové viriony.[55]

O polioviru je dlouho znamo, Ze indukuje tvorbu vacku s dvojitou membranou, jejichz
povrch vyuziva jako mista pro replikaci virové RNA [66]. Pivod téchto vackl nebyl jasny.
Experimentalni data Jacksona a spolupracovniki [40] pfinaseji dikazy o tom, Ze poliovirus a
také ptibuzny rhinovirus indukuji tvorbu autofagosomalnich struktur, které tyto viry vyuzivaji
jako leSeni pro replikaci jejich genomové RNA. Replikacni aparat polioviru se tedy sestavuje
na membranach autofagosomul (obrazek ¢. 15). Nestrukturni poliovirové proteiny 2BC a 3A
indukuji maturaci autofagosomu. Mira aktivity autofagie koreluje s urovni replikace viru. Je
tedy zifejmé, Ze aCkoliv autofagie miliZze slouZit jako obrana proti invazi vnitrobunécnych
patogend, poliovirus vyuziva tento proces ve svij prospéch. Autofagie poliovirus neniéi.
Degradaci Atgl2 a LC3 (sav¢i ortholog Atg8) dojde k mnohonasobnému snizeni vynost
replikace polioviru. Autofi této studie navic postulovali, ze vedle funkce autofagosomui
Vv replikaci poliovirové RNA, umoziuji tyto struktury (fizi s cytoplasmatickou membranou)
viru uvolnit se z bun¢k pro dalsi infekci jesté pred jejich lyzi.[40]

Tt z nestrukturnich proteinti polioviru, 2B, 2C a 3A, které jsou, vedle virové
polymerazy nezbytné pro replikaci virové RNA asociuji s membranami. V dalsi praci [43]

bylo ukézano, Ze samostatna produkce stabilniho proteinového prekurzoru 2BC a proteinu 3A
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(v kombinaci, nikoliv oddélen¢) indukuje tvorbu vackl s dvojitou membranou tak, jak se to

dgje pfti poliovirové infekci. Prekurzorovy protein 2BC indukuje tvorbu formy LC3-11.[43]

ER origin of
membranes?
/ Poliovirus,
..... sesssssssnsesss RhinoVirUs 2 .,
& Rhinovirus 14 -,
@ .'0.
.
o '
L
So\Y e e ‘%: e AMP1. . 8,90
R R A I y % Mot aed
“0 ¥ °° am. Viw % ® <o nconoﬁ
99 p i

° v of A .
ATG5| : o %?J’,’ : o Rt
T ° Qe
ATG12 eo°4,°¢ "‘ = °oq soim o ¥ (&) RETR
S AR PSR Y ,cao"c 0.9 02, Q
/ . Autophagosome RN «q e
v op’ ) o i
°g ¢ "¢ formation ;¢ : ol
De novo
membrane
formation?

Fusion of outer autophagosomal
membrane with plasma
membrane can release cytosol

Obrazek ¢&. 15: Model interakce polioviru s autofagosomalnimi strukturami. Poliovirus a jemu ptibuzné
viry indukuji tvorby autofagosomadlnich struktur, ale blokuji maturaci autofagosomu, aby piedesly
degradaci jeho fuzi s lysosomem. Namisto toho vnéj§i membrana autofagosomu fuzuje s plasmatickou
membranou a virus opousti buiiku jesté pred jeji lyzi. Proteiny Atg5S, Atgl2 a LC3 reguluji vznik
autofagosomu. Protein LAMP1 oznacuje autofagosomy pfipravené k maturaci. (pfevzato z Jackson, W.
T. et al. Subversion of cellular autophagosomal machinery by RNA viruses. PLoS Biology (2005);
3(5):e156.)

Pti studiu infekce virem vezikularni stomatitidy (VSV) bylo ukédzéano, ze autofagie
nema ani pro tento virus destruktivni roli, ale misto toho pfispiva k inhibici protivirové
interferonové odpovédi, ¢imZ umozni viru se replikovat [42].

VSV (Vesicular Stomatitis Virus) patii mezi Rhabdoviridae, ktera obsahuje vice nez
150 vira zivocicht a rostlin. Konkrétné tento virus spada do rodu Vesiculovirus. Existuji dva
hlavni sérotypy VSV, New Yersey a Indiana, které infikuji hmyz a savce, zplsobuji
ekonomické Skody chovnych zvifat. Genom tohoto viru (dlouhy 11-12 tisic nukleotidd) je
vV podob¢ jednofetézcové minus RNA, takze musi byt nejprve prepsan do mRNA, aby mohl
byt translatovan. Genom koduje pét virovych proteint. Virova RNA je ve virionu obklopena
nukleoproteinem, dale si s sebou do hostitele pfinasi RNA-dependentni RNA polymerazu
protein L a fosfoprotein P. Obal viru fazuje s lipidovou dvojvrstvou hostitelské buiky, genom
je uvolnén do cytoplasmy.[56]

Komplex Atg5-Atgl2, ktery je klicovym regulatorem autofagie hraje také dulezitou
roli v mechanismech vrozené antivirové odpoveédi. Bylo ukéazano, ze mysi fibroblasty

deficientni v expresi ATGS5 byly rezistentni na VSV infekci. Divodem byla hyperprodukce
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interferonu typu | v odpovédi na imunostimulaéni RNA (isRNA), kterou mohou byt tGseky
dsRNA (double-strand RNA) nebo 5° fosforylovana RNA virového pivodu. Podobné silna
interferonova odpovéd byla zaznamenéna i1 v bunikach deficientnich na Atg7, ve kterych je
rovnéz inhibovana konjugace Atg5-Atgl2. Bylo zjisténo, ze Atg5-Atgl2 konjugat negativné
reguluje drahu indukujici interferon typu I pfimou interakci s RIG-1 (retinoic acid-inducible
gene 1) a IPS-1 (IFN promoter stimulator; protein stimulujici interferonovy promotor). Model
navrzeny autory studie (obrazek ¢. 16) predpoklada, ze (i) Atg5-Atgl2 konjugét interaguje
s IPS-1 1 za fyziologickych podminek, ale s RIG-I, ktery rozpoznava virové isSRNA, jen velmi
slabé. (ii) Infekce VSV a ptipadné¢ dal§imi RNA viry mize zptsobit konformacni zménu RIG-
I a dovoli N-koncovymi CARD (caspase recruitment domain) doménami interagovat s CARD
IPS-1. (iii) Atg5-Atgl2 konjugat se vklada mezi CARD domény RIG-I a IPS-1 a inhibuje

transmisi signalu vedouciho k tvorb¢ interferonu.[42]

RIG-I
| RNA virus -
C_CARO"CARD |ntec‘|0n ISRNA |
C@D-C&HDJ
Alg5 "Aigi2 Algs ‘Algi2
cmbg‘ | CARD 1]
IPS-1

Obrazek ¢. 16: Interakce IPS-1 a RIG-I prostiednictvim konjugaéniho komplexu Atgl2-Atg5. Virové
iSRNA se vazaji na RIG-I, ¢imZ se uvolni jeho CARDs domény, které interaguji s komplexem Atg5-
Atgl2, ktery rovnéZ interaguje s CARD na IPS-1. Vysledek této interakce je inhibice drahy vedouci
k indukci interferonu. (pfevzato z Jounai, N. et al. The Atg5-Atgl2 conjugate associates with innate
antiviral immune responses. PNAS (2007); 104(35):14050-14055.)

Nékteré viry, jako napft. zastupci ¢eledi Herpesviridae, vyvinuly naopak strategii jak
potlacit autofagii, aby zabranily jejim nezadoucim protivirovym ucinkiim [57, 45].

Herpes Simplex virus 1 (HSV-1; HHV1) a dalsi lidské herpesviry, napt. HHVS8 (lidsky
herpes virus 8, spojovany s Kaposiho sarkomem) inhibuji tvorbu autofagosomu. Napt. HSV-1
koduje protein ICP34.5, ktery se vaze k proteinu Beclin-1 (savéimu orthologu kvasinkového
Atgb6) a tim inhibuje jeho interakci s proteinem Vps34 (fosfoinositol kindza poZadovana pro
iniciaci tvorby autofagosomu) a zabrani tvorbé autofagosomu. HHVS koéduje homolog

bunééného proteinu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), ktery vaze Beclin-1 s mnohem vyssi afinitou
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nez bunéény Bcl-2 a opét brani jeho interakci s Vps34. Zajimavé je, ze delece proteinu
ICP34.5 u HSV vede k hromadéni virovych ¢astic HSV v autofagosomalnich strukturach.[67]

Protein ICP34.5 miize inhibovat autofagii jeSt¢ jednim mechanismem, a sice
schopnosti mafit funkci kinazy PKR, coZ je kinaza inducibilni interferonem a aktivovatelna
dsRNA, ktera fosforyluje mimo jiné, translac¢ni faktor elF2a a zastavuje proteosyntézu. Bylo
dokumentovéano, ze funkéni PKR kinidza je v sav€ich bunkdch pozadovana pro indukci
autofagie.[45]

Pozorovani, Ze protein ICP34.5 inhibuje indukci autofagie v infikovanych bunkach
pfingjmensim dvéma mechanismy, ukazuje na roli autofagie v bunééné obrané proti
herpesvirové infekci.

Je zjevné, ze viry vyvinuly nejriznéj$i strategie pro zabranéni autofagii, nebo naopak
pro jeji zneuZiti.

Nedavna studie Isabel Pombo Grégoire a spolupracovnikii [41] identifikovala pomoci
kvasinkového dvojhybridového systému a bioinformatické analyzy 83 proteinti kodovanych
RNA viry riznych ¢eledi (Paramyxoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Togaviridae,
Retroviridae), které¢ interagovaly se 44 proteiny lidskych bunék, které maji n&jakou funkci
v autofagii. Identifikované proteiny predstavuji vice nez 35% proteinid autofagie. Zajimavé je,
ze viry vSech péti Celedi interagovaly s proteinem IRGM (immunity-associated GTPase
family M), jehoz role v autofagii namifené proti bakteriim byla popsana [68, 48]. Absence
tohoto proteinu je neptizniva pro replikaci HCV a také napt. HIV (Human Immunodeficiency
Virus). Tato data ukazuji, Zze i rozdilné viry mohou uzivat podobné strategie v interakcich
s autofagii. Na druhé stran¢, i jeden virus muze atakovat autofagii na mnoha urovnich a
interferovat s proteiny autofagie riznymi zpisoby. Na zakladé studia protein-proteinovych
interakci a s vyuzitim bioinformatiky se podafilo autorim studie [41] vytvofit sit’ proteint
asociovanych s autofagii, kterd je velmi propojenym systémem, ve kterém jen né€kolik malo
proteinl spojeno jen s jednim dalSim proteinem a jen nékolik malo z nich puisobi isolované.
Atg proteiny interaguji s velkym mnozstvim dalSich proteinti. Jen nekteré z nich maji svou
hlavni roli v autofagii, napt. Atg3, Atg4, Atg7. Rada z nich méa své hlavni funkce jinde, napf.
Bcl-2, Atg5, Atgl2. Dochazi k propojovani mnoha bunécnych drah. Proteiny ucastnici se
téchto drah maji dvé dilezité¢ vlastnosti, schopnost interagovat s dalS§imi proteiny a své
dalezité misto v této siti.[41] Bude zapotiebi jeste¢ mnoho experimentalniho usili k detailnimu
pochopeni mechanism autofagie 1 zplisobt jakym s nimi viry interferuji. Je vSak nadéje, Ze
by pravé interference virti s autofagii mohla pfedstavovat cil uc¢innych zésahi protivirové

terapie.
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5. Zavér

Autofagie je bunécny mechanismus, na kterém se podili obrovské mnozstvi proteinti a
regulacnich molekul. Proto jsem v této praci musela provést urcitou selekci. Jen interakce
mezi jednotlivymi autofagickymi proteiny a regula¢ni drahy zapojené v procesu autofagie by
vydaly na samostatné prace.

Autofagie je indukovana za riznych podminek, jako je hladovéni na dusik nebo uhlik,
oxidacni stres, virova infekce, puisobeni latek riizného ucinku. Kazda z téchto podminek jisté
vyvolava, alesponn ¢astecné odlisSnou, odpovéd. Tyto rozdily by bylo tieba detailnéji
prostudovat, avSak rozsah této prace to neumoznuje, stejné jako je tomu u mnohych
autofagickych proteint.

Jednotlivé typy autofagie, acCkoliv maji stejné jadro v podobé zékladnich
autofagickych proteint, se vzajemné lisi. Jejich aktivace je rozdilna a jak jsem ve své praci
poukézala, mohou byt ¢astecné zastupitelné.

Obecné je autofagie velmi slozitym procesem jehoz se Ui€astni mnoho molekuldrnich
interakci. Navic je tento proces velmi provazan s dal$imi bunéénymi mechanismy.

Bazalni uroven autofagie probihd i v ,normdlnich®, nijak nestradajicich, bunkéach.
OvsSem pii ,,odchylkdch® od normalniho fyziologického stavu se jeji uroven prudce zvysi.

Takovym pfipadem je i1 autofagie vyvoland virovou infekci. Muzeme se setkat
s dvéma moZnostmi. Jednou je autofagie pro virus podporujici slozkou, bez ni by nedochazelo
k ucinné infekci, napf. je inhibovana interferonova signalni draha nebo se replika¢ni komplex
virové nukleové kyseliny sestavuje na autofagosomech. V té druhé se autofagie jevi jako
soucast protivirové obrany, vedouci napt. ke snizeni tvorby infekénich virovych &astic. Viry
vSak vyvinuly béhem evoluce funkce, kterymi se snazi tuto obranu piekonavat. V obou
ptipadech mize autofagie predstavovat cil kde zasdhnout, utlumit a 1é€it virovou infekci.

Vzhledem k rozsahlosti tématu jsem tedy mohla jen v pomérné hrubych rysech nastinit

danou problematiku. K hlubsimu porozuméni a prozkoumani je zapotiebi dalsiho studia.
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6. Seznam pouzitych zkratek

AB — autofagicka téliska

AP — autofagosom

ADH — alkohol dehydrogenaza

ADP — adenosindifosfat

AP1 — clatrin adapterovy protein

API — vacuolar hydrolase aminopeptidase |

Arf6 — ADP ribosylacni faktor 6

ARNO - Arf nucleotide binding site opener

ATG — autophagy-related

ATP — adenosintrifosfat

Avd — pozdni autofagické vakuoly

Avi — ¢asné autofagické vakuoly

BAG - Bcl-2-associated athanogene

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

CARD — caspase recruitment domain

Cdk1 — cyklin dependentni kinaza 1

CMA — chaperonem zprostiedkovana autofagie

COP Il — coatmer protein Il

Cvt — cytoplasma-vakuolarni transport

dsRNA — double-strand RNA

E1 —envelope 1

EFla — elongac¢ni faktor 1 alfa

ER — endoplasmatické retikulum

ESCRT — endosomalni sortujici komplexy

FCCP — carbonylcyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone
G — Golgiho aparat

GABARAB — c-aminobutyric acid (GABA) receptor associated protein
GATEI16 — Golgi-associated ATPase enhancer of 16kDa
GFAP — gliovy fibrilarni kysely protein

GDP — guanosindifosfat
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GM1 — monosialotetrahexosylganglioside

GTP — guanosintrifosfat

GTPyS — guanosine 5°-3-O-(thio)triphosphate
HCV — Hepatitis C virus

HIV — Human Immunodeficiency Virus

HR — helix-rich

Hsc — heat shock cognate

HSV/HHV — Herpes Simplex virus

IFN — interferon

IPS-1 — IFN promoter stimulator

1ISRNA — imunostimulac¢ni RNA

IRGM — immunity-associated GTPase family M
JNK — C-Jun N-terminal protein kinase

K252a — ((9S-(9a,108,120))-2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-hydroxy-10-(methoxycarbonyl)-9-
methyl-9,12-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1-kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]benzodiazocin-1-one)
L-2A — LAMP-2A

LAMP — lysosom asociovany membranovy protein
LC3 - light chain 3

LE — pozdni endosom

LMATI — low Mr activity 1

L. Mb — lysosomalni membrana

L. Mtx — lysosomalni matrix

MAPK — mitogen-activated protein kinase

MRNA — messenger RNA

MVB — multivesicular bodies

NSF — N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
PAS — pre-autofagosomalni struktura

PE — fosfatidylethanolamin

PGK — fosfoglycerol kinaza

P13 — fosfatidylinositol-3

PMN — Piecemeal Microautophagy of the Nucleus — ¢aste¢na mikroautofagie jadra
PMSF — Phenylmethanesulfonylfluoride

PtdIns3K — phosphatidylinositol 3-kinase

PtdIns3P — fosfatidylinositol-3-fosfat
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proALP — precursor form of alkaline phosphatase
proAPI — precursor form of API

rER — drsné¢ ER

RIG-I — retinoic acid-inducible gene |

RNA — ribonukleova kyselina

SNAP — soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein
SNARE — SNAP receptor

TGN — Trans Golgi Network

TLRs —,,Toll-like* receptory

Tor — Target of Rapamycin

Ubl — ubiquitin-like

ULK — Unc-51-like kinase

UPR — unfolded protein response

UPS — ubiquitin proteosomalni systém

V — vakuola

Vps30 — vacuolar protein sorting 30

VSV — Vesicular Stomatitis Virus
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