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Abstrakt

Autofagie je bunécny proces umoznujici, degradaci Casti cytoplasmy, proteinovych
agregatu nebo celych organel. Hlavni funkci autofagie je udrzovani bunécné homeostaze,
ochrana pfed stresem a mobilizace internich zdroji. Ma vsak také roli naptiklad v imunité,
vyvoji a diferenciaci. Autofagicka draha také muze interagovat s apoptotickou signalizaci.
Tato interakce probihd na mnoha trovnich od interakce regulaénich proteinti po vzajemnou
degradaci a §tépeni komponent obou signalnich drah. Autofagie interaguje jak s drahou
urcitych okolnosti aktivovat buné¢nou smrt. Tento d¢&j se také nazyva programovana bunééna
smrt typu II a vyznaCuje se vysokou vakuolizaci a lysozomadlni autodestrukci buriky.
Autofagicka bunééna smrt byla dokumentovana piedevsim pti vyvoji Drosophily, ale také u
savCich bunék. Autofagie hraje také vyznamnou roli v tumorogenezi, kde muze rakovinné
bunky jak chranit pted stresem tak muze piispivat k jejich smrti. Dalsi vyzkum autofagické
signalizace amechanismu interakce autofagie a apoptézy by kromé novych poznatkii mohl

také prispét k terapii rakoviny.

Kli¢ova slova:autofagie, apoptdza, Atg, Beclin-1, rakovina,



Abstract

Autophagy is a cellularproces, taht allowsdegradation of a portion of cytoplasm,
protein aggregates or entire organelles. Major function of autophagy is the maintainance of
cellular homeostasis, the protection against stress and mobilization of internal resources.
However, autophagy also has a role in imunity, development and differentiation. Autophagic
signaling caninteract with apoptotic machineryat several levels via regulatory proteins of both
pathways or via mutual degradation or cleavage of the components of both pathways.
Autophagy can communicate with both extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis. Under
certain circumstances can autophagy by itself also induce cell death. Autophagic cell death
called also programmed cell death of type Il is accompanied by massive vacuolization and
lysosomal autodestruction of the affected cell. Autophagic cell death was documented during
Drosophila development but also in mammalian cells. Autophagy also play importamt role in
tumorogenesis, where it can either protect tumor cells against various stresses or it
cancontribute to their death. Further research of autophagic signaling and mechanismsof
communication between autophagy and apoptosis may ont only extend our knowledge on

these essential processes but can also contribute to cancer therapy.

Key words:autophagy, apoptosis Atg, Beclin-1,cancer
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1 Uvod

Autofagie je jeden ze zakladnich degradaénich procest v bunice.V soucasné dobé roste
jeji obliba a ptibyva studii, které se autofagii zabyvaji. Tyto studie odhaluji nové a nové
vyznamy autofagie, napf. v imunitnim systému, vyvoji nebo diferenciaci.Jeji poruchy jsou
pozorovany pii n¢kterych onemocnénich. Interakce s apoptitickou signalizaci, Autofagie byla
pokladéna hlavné za proces napomahajici preziti bunky, ale ukazuje se, ze se podili také na
bunécné smrti a mize byt dokonce jeji pficinou.

Ve své praci bych chtél shrnout zakladni poznatky o molekuldrnim mechanismu
autofagie a strucné uvést nckteré funkce, které v bunce autofagie muze plnit. AvSak
predev§im bych se chtél zaméfit na interakci autofagické drahy s drahou apoptézy hlavné
jejimu molekuldrnimu mechanismu. Dale bych se chtél ve své praci zabyvat fenoménem

autofagické buné&cné smrti a roli autofagie v nadorech.



2 Autofagie

Autofagie je proces béhem néhoz je ¢ast cytoplasmy, agregované proteiny nebo jsou celé
organely transportovany a nasledné degradovany v lysozomech (vakuoldch — u kvasinek),
pticemz dochdzi krecyklaci degradac¢nich produktt (aminokyseliny, nukleotidy, mastné
kyseliny atd.)) zpét do cytoplasmy.Autofagie je vysoce konzervovany a
esencialniproces,probihajici u vSech eukaryotickych bun¢k. Na zakladé iniciace autofagie a

zpisobu transportu do lysozomt mizeme odlisit tfi druhy autofagie.

2.1 Druhy autofagie

2.1.1 Mikroautofagie

Je typem autofagie, kdy je ¢ast cytoplasmy piimo pohlcovana lysozomem. Membréna
lysozomu invaginuje, diky tomu se dovnitf lysozomu dostane ¢ast cytoplasmy, kterd je

poodskrceni degradovana. Molekularni mechanismus tohoto procesu neni zietelné definovan.

2.1.2 Chaperony zprostiredkovana autofagie

Pii tomto druhu autofagie jsou degradovany solubilni cytoplasmatické proteiny nesouci
pentapeptidovy motiv KFERQ. Déle se tohoto procesu Ucastni chaperonovy protein Hsc70
(heat shock cognate 70 kDa protein), ktery rozeznava piedesly motiv a spolu se svymi
ko-chaperony zprostfedkovava transport karga k lysozomu. Zde tento proteino-chaperonovy
komplex interaguje s lysozomalnim membranovym proteinem LAMP-2A (lysosome
associated membrane protein 2) a je jim translokovan do lysozomu, kde je
degradovan(Kaushik et al., 2011).

2.1.3 Makroautofagie

Nejcastéjsim a nejlépe probadanym typem je makroautofagie. Probiha tak, Ze cast
cytoplasmy ¢i celé organely obklopi dvojvrstva membrana a vytvoii tzv. autofagozom, ktery
je poté transportovan k lysozomu se kterym fuzuje v autofagolysozom. Zde pak dochazi
k degradaci obsahu autofagozomu a jeho vnittni membrany pomoci lysozomalnich
hydrolaz.Podrobnéjsi popis procesu a molekularniho mechanismu makroautofagie bude
nasledovat v dalsich kapitolach. Tato prace je dale vénovana pouze makroautofagii a bude na

ni odkazovano jako na autofagii.



2.2 Vyznam autofagie

Autofagie ma Siroké spektrum funkci pfedev$im na bunéc¢né, ale i organismové urovni.
Nasleduje kratky vycet piiklada funkci, které autofagie umoziuje a biologickych procesu,

kterych se ucastni.

2.2.1 Stresové podminky

Nejznaméjsi funkci autofagie je udrzovani bunééného metabolismu v chodu za
stresovych podminek. Pii nedostatku ur€itych zivin dochazi ke zvySené aktivaci autofagie,
ktera umozni recyklaci nékterych soucasti buniky a vznik stavebnich jednotek (aminokyseliny,
nukleotidy apod.) pro udrzeni metabolismu bunky. Tim napomaha pteziti bunky ¢i celého
organismu. Napiiklad kvasinky s defektni autofagii vystavené nedostatku dusiku maji celkové
snizenou proteosyntézu a snizenou koncentraci nékterych aminokyselin pod kritickou mez
oproti kvasinkam s fungujici autofagii(Onodera and Ohsumi, 2005). Pfikladem u savci je myS
nesouci mutace v esencialnich genech autofagické drahy, ktera umird béhem jednoho dne po
narozeni. V dobé po narozeni dochazi k preruseni zasobeni Zivinami placentou a autofagie je
nezbytna pro udrzeni dostate¢né hladiny aminokyselin, dokud neni obnoven pfijem Zivin
z okoli (Kuma et al., 2004). Dalsim stresovym faktorem, se kterym autofagie napomahéa
vyrovnat se, je u savci nedostatek ristovych faktort. Lymfocyty vystaveny nedostatku
rastovych faktord nemohou ziskavat ziviny ze svého okoli.Diky autofagii mohou lymfocyty

tyto nepiiznivé podminky po omezenou dobu schopny piekonat(Lum et al., 2005).
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2.2.2 Bunééna homeostaze

Druhou obecnou a dilezitou funkci autofagie je udrzovani bunécné homeostaze.
Autofagii jsou konstitutivné odstranovany Spatné sbalené proteiny a proteinové agregaty,
které nemohou byt odstranény proteazomovym degrada¢nim systémem. Touto svoji funkci
autofagie zabranuje hromadéni Spatné sbalenych proteind, které muze vést k porucham
bunéénych funkci. V buikach s nefunkéni autofagii se pak hromadi proteinové agregaty ¢i
poSkozené organely (Komatsu et al., 2005). Dalsim dtkazem duleZitosti konstitutivni
autofagie je vznik neurodegenerativnich poruch u mysi s nervovymi bunikami snefunkéni
autofagii(Hara et al., 2006).Autofagic je také soucasti nékterych signaliza¢nich drah.
Prikladem miize byt vzajemné propojeni drah s apoptdzou, které je detailnéji popsano

v samostatné kapitole.



Autofagie neni zaméfena pouze na proteiny a dal§i molekuly, ale jako jediny bunécny
degradativni proces je schopna likvidovat celé posSkozené organely.Autofagii mohou byt
degradovany mitochondrie (mitofagie), peroxisomy (pexofagie), endoplasmatické retikulum
(retikulofagie), jadro (nukleofagie). PoSkozené mitochondrie plisobi zvySeni koncentrace
ROS (reactive oxygen species), coz vede ke zvySeni aktivity mitofagie(Okamoto et al., 2009).
Odstraiiovanim poskozenych mitochondrii se buiikabrani pfed poskozenimi, kterd jsou

zpusobena jejich disfunkci.

2.2.3 Dalsi bunécné procesy

Autofagie se podili na mnoha dalSich biologickych procesech. Dtlezitou roli ma
napiiklad v imunitnim systému. Napomaha likvidaci intracelularnich parazitd. Tento d&j se
nazyva xenofagie. Bunéény parazit, ktery se vyhnul klasické cesté degradace skrz cestu pies
endozOm, je rozeznan, obalen do autofagozomut a transportovadn do lysozomu. Poméaha
likvidovat jak parazity mikrobialni (Nakagawa et al., 2004), virové (Talloczy et al., 2006), tak
I prvoky(Andrade et al., 2006). Autofagie také slouzi k prezentaci endogennich peptidi na
MHC tf. II (major histocompatibility complex). Dale je autofagic dulezita pfi vyvoji a
diferenciaci n€kterych organismi. U niz§ich organismu se U¢astni morfologickych pfestaveb
béhem metamorfozy. U D. melanogasterse ucastni degradace slinnych zlaz (Berry and
Baehrecke, 2007). V tomto pfipad¢ je autofagie ¢asto spojovana s bunécnou smrti, autofagii
jako moznym mechanismem bunééné smrti je vénovana jedna z nasledujicich kapitol.U
vySSich eukaryot je pak dilezitd béhem morfologickych zmén uvniti bunky pii diferenciaci
nékterych bunéénych typd. Autofagiehraje roli také pii diferenciaci erytrocyti (Mortensen
and Simon, 2010).



3 Mechanismus autofagie

Obecny pribéh autofagie ma nékolik fazi a za¢ina vznikem autofagozomu, z izola¢ni
membrany, kterd je také nazyvéana fagofor. Postupnym prodluzovanim fagoforu okolo cilové
Casti cytoplasmy ¢i  organely vznikd dvou membranovy autofagozom(Mizushima,
2007).U kvasinek je wvznik fagoforu a formace autofagozomu lokalizovana v pre-
autofagozomalni struktuie (PAS) pobliz vakuoly. Naopak u savcti mize dochazet k formovani
autofagozomu v riznych castech cytoplasmy (Wirawan et al., 2012) a ekvivalent PAS nebyl
objeven. Pivod membran pii formovani autofagozomu neni zatim znam, spiSe se zda, ze
zdrojt téchto membran je hned né€kolik. Studie naznacuji, Ze jim muze byt endoplasmatické
retikulum (Axe et al., 2008), Golgiho aparat (Young et al., 2006), mitochondrie (Hailey et al.,
2010), plasmatickd membréna (Ravikumar et al., 2010) nebo za ur¢itych podminek dokonce
jaderny obal(English et al., 2009).

Vznikly autofagozom nasledné muze fuzovat s endozomem za vniku amfizomu, ktery
poté fazuje slysozomem nebo rovnou fuzuje slysozomem, pii¢emz jak uz bylo feceno,
vznikd autolysozom. V autolysozomu doché&zi k degradaci soucasti autofagozomu na

makromolekuly, které jsou transportovany zpét do cytoplasmy.

3.1 Molekularni mechanismus autofagie

Na autofagie se podili velké mnozstvi proteint a diky extensivnimu vyzkumu autofagie
jich neustale pribyva. Geny, které sespecificky ucastni autofagie jsou oznacovany zkratkou
atg (autophagy-related gene)(Klionsky et al., 2003).Vétsina Atg proteintt byla nejdiive
objevena u kvasinek a nasledné byli charakterizovany jejich homology i u dalSich eukaryot

véetné savcl, coz dokazuje konzervovanost autofagie.

Déle budou pii popisu molekularniho mechanismu autofagie pouzivany predevsim

nédzvy savcich proteinti autofagie.

Molekularni mechanismus autofagie se da rozdélit na nékolik ¢asti: indukce, nukleace
autofagozomu, elongace autofagozomu a fuze s lysozomem.
3.1.1 Indukce autofagie

Autofagie piedstavuje obranny proces proti stresovym podminkdm a vyznamné se
podili na udrzovani bunétné homeostaze. Mezi induk¢ni signaly autofagienalezi napiiklad

stresové podnéty jako nizké hladiny Zivin, ristovych faktorti, hormont, koncentrace Ca”',
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ATP, hypoxie a také hromadéni Spatné sbalenych proteini v cytoplasmé (Wirawan et al.,
2012). Pusobeni vétsiny téchto signalt je zprostiedkovano pies proteinovy komplex mTORCI1
(mammalian target of rapamycin complex 1) (Sengupta et al., 2010). Pfi nestresovych
podminkach, tedy napiiklad pii dostatku aminokyselin, riistovych faktorti je mTORCI1 aktivni
a inhibuje ULK komplex. ULK komplex je slozen z n¢kolika proteinti (ULK1/ULK2, Atgl3,
FIP200 a AtglOl) a mTORCI ho inhibuje pfimou vazbou a fosforylaci n€kterych jeho
komponent(Hosokawa et al., 2009).Naopak pfi stresovych podminkach nebo pii dodani
rapamycinu (inhibitor mTORC1) dochazi k represi mMTORC1 a k jejimu uvolnéni od ULK
komplexu, ktery je timto aktivovany a podili se na dalSich procesech autofagie (Ganley et al.,
2009), (Jung et al., 2009).

Aktivni ULK komplex umoznuje uvolnéni komplexu fofatidylinostil-3-kindzy tieti
tiidy (PIK3C3), ktery je jinak pfipojen pies protein Ambral (activationg molecule in Beclin-
1-regulated autophagy) a ptes dynein k mikrotubulu. ULK komplex fosforyluje Ambrul a
fosforylovany Ambral jiz neinteraguje s dyneinem. (Di Bartolomeo et al., 2010).Uvolnény
PIK3C3 komplex je dtlezity pro nukleaci autofagozomu.

Existuji i dalsi zpusoby indukce vedle mTORC1. SMERs (small-molecule enhancers
of cytostatic effects of rapamycin) vyvolavaji indukci autofagie nezavislé na mTORC1
(Sarkar et al., 2007).

3.2 Nukleace autofagozOmu

Jadro PIK3C3 komplex je slozeno z proteini Ambral, Beclinu-1 (Bcl-2 interacting
protein),pl50 a PIK3C3(Wirawan et al., 2012). Beclin-1 je dulezity regulacni protein
autofagie. Zprostfedkovava interakci n€kolika proteind.Interakci s PIK3C3 vytvaii komplex,
ktery je nezbytny pro nukleaci autofagozomu(Kihara et al., 2001). Vazby dalsich proteint na
Beclin-1 ovliviyji tento komplex Beclin-1/PIK3C3 a tim reguluji autofagii.(Pyo et al., 2012).
Mezi proteiny, které vazbou na Beclin-1positivné reguluji autofagii patii Atgl4L a UVRAG
(UV radiation resistence.associated gene) oba se vazi pouze v nepiitomnosti druhého (Itakura
et al., 2008).Naopak negativné reguluji autofagii napiiklad Rubicon (RUN domain containing
cysteine rich protein)(Matsunaga et al., 2009). Dalsi negativni regulatory vazajici Beclin-1
patii do Bcl-2, ty zaroven zprostfedkovavaji interakci mezi autofagickou a apoptotickou

dréhou.(viz. Kapitola 4.1)
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PIK3C3 v komplexu katalyzuje fosforylacifofatidylinositolu a vznikéa fofatidylinositol-
3-fosfat (PI3P). PI3P umoziuje lokalizaci dalSich Atg proteini do mista vzniku
autofagozomu. Jejich funkce v procesu autofagie neni zatim znama (Wirawan et al., 2012).

3.3 Elongace autofagozému

Elongace je proces, pii kterém dochazi k protahovani fagoforu, az tplné obklopi
cilovou strukturu, at’ uz se jedna o organelu nebo ¢ast cytoplasmy.Tohoto procesu se ucastni
dva ubiquitin-like konjuga¢ni systémy. Pfi prvnim je nejdiive Atgl2 pomoci Atg7 (E1-like
enzym) aktivovan, nasledné pienesen k Atgl10 (E2-like enzym), ktery zprostfedkuje konjugaci
Atgl12 s lysinem 130 proteinu Atg5(Glick et al., 2010). Konjugat Atg5-Atgl2 poté vytvari
trimer s Atgl6L a vznikd Apgl6L1l komplex(Mizushima et al., 2003). Tento komplex se
docasné vaze na vnéjsi stranu vznikajici autofagozomalni membrany a nejspiSe urcuje jeji
zakiiveni. Déle tento komplex funguje ve druhém ubiquitin-like komplexu jako E3 ligaza
(Fujita et al., 2008).

V druhém ubiquitin-like konjuga¢nim systému je nejdiive LC3 (microtubule associated
light chain 3) stépen cysteinovou proteazou Atg4 a nasledné aktivovan Atg7 (E1-like enzym).
Aktivovany LC3 je prenesen k Atg3 (E2-like enzym) a pomoci Atg16L1 komplexu vzniklého
v prvnim ubiquitin-like konjuga¢nim komplexu je LC3 pfipojen k fosfatidylethanolaminu
(PE). Vznikly LC3-PE se také nazyva LC3-Il. LC3-II je pii dokoncovani autofagozomu
odstranén pomoci Atg4 procesem tzv. dekonjugace. LC3-II zlstava na vnitini strané
membrany autofagozomu(Kabeya et al., 2004). Diky tomu a diky svému specifickému

vyskytu na membrané autofogazomu se LC3-II pouziva jako marker autofagie.

Autofagie mlze probihat bud’ nespecificky, kdy jsou pomoci ni degradovany viceméné
nahodné ¢asti cytoplasmy nebo specificky, kdy dochazi k degradaci konkrétnich struktur.
Mechanismy, které umoznuji specifickou autofagii, zatim nejsou zcela objasnény.Nekteré
vyzkumy Vv této oblasti naznacuji jeden z moznych principt, jak jsou specificky odstranovany
ubikvitinované proteinové agregaty(Pankiv et al., 2007). Tyto proteinové agregaty vznikaji
polymeraci a shluknutim Spatn¢ sloZenych proteinii a jsou tak velké, Ze nemohou byt
degradovany proteazomem. Na né se vazi ubikvitin vazebné proteiny p62 a NBR1 (neighbor
of BRCAL genel). Oba proteiny obsahuji LC3-interagujici domény, coz jim umoznuje cilit
tyto ubikvitinované proteinové agregaty do vznikajicich autofagozomu. Déle jsou pomoci
specifické autofagie degradovany organely. Piikladem muize byt mitofagie.Regulace
mitofagie je zprostiedkovana PINKI/Parkin drahou. PINKI1 (PTEN - induced putative
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kinase 1) je kinaza, ktera pii depolarizaci mitochondrialni membrany umoziiuje navazani
Parkinu na mitochondrie. Ve zdravych polarizovanych mitochondriich probih& proteolitické
Stépeni PINKI1 a tim je udrZzovana jeho nizka hladina. Pii depolarizaci se zatne PINKI
hromadit, coz umozni navazani Parkinu (Narendra et al., 2010). Parkin je E3 ubikvitin ligaza
a ubivitinuje molekuly na povrchu mitochondrii, napf. VDAC (voltage-dependent anion
channel). Ubikvitinace funguje jako signél pro mitofagii (Geisler et al., 2010). Na cileni
mitochondrii do autofagozomu se pak podili nejspise také p62, nebot’ snizend exprese p62
vede K inhibici autofagic. Mechanismus tohoto procesu je nejspiSe podobny jako pii cileni
ubikvitinovanych proteinovych agregatu. Na ubikvitinované proteiny na povrchu
mitochondrii se vaze ptes ubikvitin vazebnou doménu p62. Pies LC3 vazebnou doménu se
p62 pak vaze na LC3 a tim mitochondrie cili do autofagozomu.Existuje vSak i na Parkinu
nezavisla mitofagie. T¢é se ucastni proteiny NIX a BNIP3, které jsou na mitochondriich a
funguji jako autofagické receptory. Oba zprostfedkovavaji vazbu s LC3 (Hanna et al., 2012;
Novak et al., 2010).

3.4 Fuaze s lysozomem

Autofagozom muze flzovat jak piimo s lysozomem, tak nejdifive s casnym nebo
pozdnim endozomem vytvofit amfizom a az nasledné fizovat s lysozomem(Berg et al., 1998).
Pifed samotnym sflizovanim je potieba dopravit autofagozomy k lysozomim. Jednim
z proteint Ucastnici se transportu autofagosomu k lysozomu je ESCRT-I1I (endosomal sorting
complex required for transport) nebot’ jeho inaktivace zptsobuje hromadéni autofagozomii
v burice (Lee et al., 2007).Dal$imi bunéénymi komponenty, které maji podil na transportu
k lysozomu, jsou mikrotubuly.Indukovanou depolimaraci mikrotubulti pomoci nocodazolu a

vinblastinu dochazi ke zpomaleni faze autofagozomu a lysozomu (Tong et al., 2010).

Samotna  fuze je pak  zprostiedkovana  proteiny SNARE  (soluble
N-ethylmalemide-sensitive factor attechment protein receptor),HOPS (homotypic fusion and
protein sorting), které se podili hlavné na pocate¢ni fazi fuze a Rap proteiny (Tong et al.,
2010).

Po degradaci obsahu autofagozomu lysozomalnimy degrada¢nimi enzymy jsou
produkty degradace transportovany zpét do cytoplasmy pies transportéry. Pfiklad jednoho
takového transporteru je Atg22, ktery se podili na transportu aminokyselin(Yang et al., 2006).
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Obrazek ¢. 1 Schématické shrnuti jednotlivych fazi molekularniho mechanismu autofagie

V prvni ¢asti je zobrazen prubéh indukce autofagie, mTORC1 komplex je vazan ULK komplex a
fosforyluje n&které jeho soucasti, snizena koncentrace ristovych faktord, zivin, Ca®*, hypoxie a nizi
hladina ATP vede k uvolnéni mTORC1 kompoplexu a k forforylaci Ambryl, coz zpisobi uvolnéni
celého PIK3C3 komplexu a jeho vazbé na endoplasmatické retikulum, v ¢asti nukleace miizeme
vidét jak PIK3C3 komplex fosforyluje fosfatidylinositol na fosfoinositol-3-fosfat. Nasleduje
znazornéni dvou ubiquitin-like konjugacnich drah, které vedou ke vzniku konjugatu Atg5-Atgl2-
Atgl6L a LC3-PE pii procesu elongace, posledni dil obsahuje schématické zobrazeni flze
autofagozomu s lysozomem a degradaci pomoci lysozomalnich hydroldz a naslednou recyklaci
aminokyselin a mastnych kyselin. Pievzato z (Wirawan et al., 2012).
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4 Interakce autofagie s apoptotickou signalizaci

Autofagie je ve svém zékladnim principu proces, ktery napomaha bunéénému pieziti. At
uz se jedna o jeji funkci pii adaptaci na stresové prostiedi, ¢i udrzovani bunééné homeostaze.
Naproti tomu apoptéza je jeden z hlavnich mechanismi programované bunétné smrti.
Zejména z tohoto hlediska jsou tyto dvé drahy z principu antagonistické. Jiz na pocatku
vyzkumu autofagie byly objeveny komplexni interakce mezi obéma drahami a postupem Casu
se ukazovalo, Ze vzajemna regulace probiha na nejriiznéjSich trovnich obou drah (Gordy and
He, 2012). Dochéazi k regulacim pomoci interakci regulaénich proteinii obou drah napiiklad
interakce regulatoru autofagie Beclinu-1 a proteinu Bcl-2 rodiny, které tvofi dalezitou soucast
apoptotické drahy. Déle dochazi k vzajemnym degradacim a §tépenim elementd jednotlivych
drah. K interakci mezi apoptotickou a autofagickou signalizaci dochézi i na Urovni regulace
exprese jejich komponent pomoci (Xu et al., 2012).

4.1 Beclin-1 a Bcl-2 rodina

Beclin-1 je dulezitou soucasti autofagické drahy. (viz kapitola 2.1.1). Naopak Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) rodina, tvofi proteiny, které jsou nezbytné pro regulaci vnitini drahy
spousténi apoptézy. Proteiny této rodiny jsou charakteristické pfitomnosti Ctyf rlznych
homologickych domén, oznatovanych BH (Bcl-2 homology) domény. Podle zastoupeni
jednotlivych domén a podle toho zda ptisobi pro ¢i anti apoptoticky se daji rozdélit do tii
skupin: multidoménové antiapoptotické (napt. Bel-2, Bel-xL), multidoménové proapoptotické
(napt. Bax, Bak) a proaptotické proteiny obsahujici pouze BH3 doménu (napf. Bim, Bid,
Bad). Proapoptotické proteiny napomahaji permeabilizace mitochondrialni membrany a
uvolnéni cytochromu c, ktery aktivuje cytoplasmatické kaspazy, které dale aktivuji efektory
apoptotické drahy. Naproti tomu skupina antiapoptotickych proteind inhibuje tyto pro-
apoptotické proteiny(Chipuk et al., 2010). Proapoptotické proteiny nesouci pouze BH3
doménu putsobi tak, ze blokuji tyto antiapoptotické proteiny nebo napomahaji aktivaci
apoptotickych proteini Bak (Bcl-2 associated X protein) a Bax (Bcl-2-associated death
promoter protein)(Happo et al., 2012).

Schopnost Beclinu-1 interagovat s Bcl-2 je znama jiz celkem dlouho(Liang et al.,
1998).Piicemz se pozdéji ukazalo, ze tato interakce vede K inhibici autofagie(Pattingre et al.,
2005). Déle bylo zjisténo, ze Beclin-1 interaguje také s Bcl-xL. Beclin-1 je protein nesouci
BH3 doménu(Feng et al., 2007; Oberstein et al., 2007) a interakce mezi Beclinem-1 a Bcl-2,
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Bcl-xL probiha pravé pfes BH3 doménu. Inaktivaéni mutace v BH3 doméné tuto interakci
inhibuji(Maiuri et al., 2007).

Recentné¢ byl popsan protein NAF-1 (nutrient-deprivation autophagy factor-1)
ovlivilyjici vazbu Beclinu-1 a Bcl-2. Tento protein stabilizuje vazbu téchto dvou proteini
(Chang et al., 2010). Zaroven pokud je redukovana exprese tohoto proteinu dochazi

k preruseni vazby Beclinu-1 a Bcl-2 a dochézi k indukci autofagie (Chang et al., 2010).

Naproti tomu existuji proteiny, kteréinhibuji vazbu mezi Bcl-2 a Beclinem-1 a umoznuji
tak iniciovat autofagii béhem stresovych podminek. Patfi mezi né¢ JNK (c-Jun Terminal
kinase), DAPK (death associated protein kinase)HMGB1 (high mobility group box 1). Dale je

tato interakce ovliviiovana proapoptotickymi proteiny Bad a Bax z rodiny Bcl-2.

411 JINK

JNK je nezbytny pro indukci autofagie v bufice pii nedostatku zivin. Mechanismus
pusobeni JNK, spoéiva v tom, ze JNK fosforyluje regulacni smycku v Bcl-2 a tim narusi
interakci Bcl-2 s Beclinem-1 a odblokuje tim inhibici autofagie. Pokud néjakym zpusobem
zabranime této fosforylaci, mutaci v regula¢ni smyc¢ce Bcl-2 nebo ztratou JNK, bufika neni
schopna pifi nedostatku Zivin spustit autofagii. Zaroven pokud v bunikach s dostatecnym

ptisunem zivin zvysime expresi JNK, také dojde k indukci autofagie (Wei et al., 2008).

412 DAPK

Podobné jako JNK DAPK zpusobuje disociaci Beclinu-1 a Bcl-2. Oproti JNK vSak
fosforyluje Beclin-1. Ten je fosforylovan na své BH3 doméné pies kteroudochazi k interakci
mezi obéma proteiny.Fosforylaci mimikujici mutace v BH3 doménétaké prispiva ke zvyseni

indukce autofagie (Zalckvar et al., 2009).

413 HMGB-1

HMGB-1 patii mezi jaderné DAMP (damege asociated molecular pattern). Z jadra je
translokovan pii stresovych podminkach. Pusobi rozpad komplexu Beclin-1-Bcl-2, tak ze se
vaze na Beclin-1. Jeho inhibice vede ke sniZeni autofagie, coZ dokazuje, Ze se timto zplisobem

podili na jeji indukci.(Tang et al., 2010).
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414 Bad, Bax

Bad (Bcl-2 asociated death promotor) i Bax (Bcl-2 asociated X protein)ovliviiuji
vazbu Beclin-1-Bcl-2, ale kazdy s jinym vyslednym tcinkem na autofagii. Bad vazbou na
Bcl-2 zpisobuje positivni regulaci autofagie, zatimco pii vazbé Baxu dochazi k jeji inhibici
(Luo and Rubinsztein, 2010; Maiuri et al., 2007). Thnibi¢ni efekt Baxu je nejspise zpusoben,
tim, ze aktivuje apoptotickou signalizaci jejimz dusledkem je $t€peni Beclinu-1 aktivovanou
kaspézou 3(Luo and Rubinsztein, 2010).

&
/
/

a0/B,,

\
1
G
0‘7
Autophagy

Obrazek ¢. 2 Schématické znazornéni pusobeni DAPK, JNK, Bad/Bax, HMGB-1 na komplex

Bcl-2/
Bel-xL

Beclin-1 BH3

Beclin-1-Bcl-2. DAPK fosforyluje BH3 doménu Beclinu-1, JNK forforyluje regula¢ni smycku Bel-2,
HMGB-1 se vaze na Beclin-1. Pievzato z (Gordy and He, 2012)
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4.2 Vzajemnd funkéni ovliviiovani apoptézy a autofagie

Jak autofagie tak apopt6za jsou ve své podstaté degradacni procesy. Autofagie je
determinovana degradaci obsahu autofagozomu v lysozomu a v apoptické draze jsou
esencialnimi cystein obsahujici a za aspartatem $tépici protedzy z rodiny kaspaz. NiZe jsou
rozvedeny doposud zjisténé poznatky o vzijemném exeku¢nim ovliviiovani autofagie a

apoptozy (Gordy and He, 2012).

4.2.1 Exekucni vliv apoptotické signalizace na autofagii

Fragmenty vzniklé Stépenim Atg proteini apoptotickymi protedzami mohou vést
k inhibici autofagie a v nékterych piipadech k indukci apoptdzy a tim fidit pfepinani mezi
autofagii a apoptozou. Ptikladem takto Stépeného Atg proteinu je AtgS. Jeho funkci
v autofagické draze jsme si naznaéili diive (viz. Kapitola 2.3). Atg5 protein je
Stépenprotedzou kalpainem 1 a 2. Vznikly N-terminalni produkt neni schopen indukovat
autofagii  (Yousefi et al., 2006). Ale na druhou stranu byl detekovan v lidskych
neutrofilech, které umirali spontanni apopt6zou. U nékolika dalSich bunéénych typa byl
detekovan v mitochondriich. V nich pakasocioval s inhibitorem apopt6zy Bcl-xL, coz mélo za
nasledek inhibici anti-apototické funkce Bcl-xL a naopak umochnovalo proapoptotickou
signalizace. Pfi zvySené expresy tohoto proteinové fragmentu dochazelo k jaderné
kondenzaci, ktera je jednim ze znakt apoptozy (Yousefi et al., 2006). Vsechny tyto

experimenty poukazuji na to, ze N-terminalni fragment Atg5 je schopen indukovat apoptézu.

Dalsim proteinem autofagie u kterého bylo zaznamenano S$tépeni apoptotickymi
proteazami je také Beclin-1. Jeho $tépeni kaspazami vede, podobné jako v piipadé §tépeni
Atg5, k inhibici autofagie a zaroven k aktivaci apoptdzy. Jeho fragmenty jsou lokalizovany do
mitochondrii a spoluaktivuji permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany(Wirawan et al.,
2010; Zhu et al., 2010). Na druhou stranu se zda, ze §tépeni Beclinu-1 se néjakym zptisobem
podili 1 na autofagii. Naznacuje to experiment, pii kterém je v bunkach pferuSena exprese
normélniho Beclinu-1 a je v ni exprimovan pouze mutovany Beclin-1, ktery nelze S$tépit.

Takové bunky pak nejsou schopné autofagie (Zhu et al., 2010).
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4.2.2 Role autofagické degradace v apoptotické signalizaci

Pii oogenzi D. melanogaster dochazi k degradaci apopotického inhibitoru dBruce.
Tato degradace umozni v pozdni fazi oogeneze odstranénisesterskych bunek a je nejspiSe
provadéna autofagii. Tim, Ze dojde k degradaci inhibitoru apoptézy tyto buniky pak

prodélavaji bunécnou smrt(Nezis et al., 2010).

Dalsim piikladem autofagické degradace slozek apoptotické drahy je degradace
kaspéazy-8. (Hou et al., 2010). K tomuto procesu doch&zi v nddorovych bunkachodolnych
proti aktivaci apoptozy ptes TRAIL (TNF-related ligand)(vice viz kapitola 4.3).

Piiklady ukazujici vzajemnou degradaci slozek obou drah, poukazuji na moznost
existence mechanismu vzajemné negativni regulace autofagie a apoptézy. Kdy autofagie
degraduje dulezité slozky apoptotické drahy, ¢imz ji inhibuje. Naproti tomu protedzy
apoptotické drahy degraduji proteiny Gcastnici se autofagie a tim ji inhibuji (Gordy and He,
2012). (viz obrazek ¢. 3).
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Obr. ¢. 3: Schematické znazornéni mozného mechanismu vzajemné regulace autofagie a apoptézy na
arovni vzajemné degradace a S$té€peni sloZek jejich drah. V horni ¢asti obrazku je zndzornéna
degradace kaspéz, které se v jednotlivych fazich ucastni Beclin-1 a Atg5. Tim Ze jsou kaspazy
degradovany, nedochazi ke $tépeni Beclinu-1, které jinak vede ke vzniku C-terminalniho fragmentu
tohoto Stépeni (CT), ktery po lokalizaci do mitochondrii napomaha pii vyliti cytochromu ¢ do
cytoplasmy, coz vede k dalSim kroklim apoptotické drahy. Obdobné¢ je Stépen AtgS kalpainy za
vzniku N-terminalniho fragmentu Atg5 (NT), ktery ma stejny ucinek jako CT fragment Beclinu-1.
Prevzato z Gordy and He, 2012.

4.3 Interakce autofagie s vnéjsi drahou indukce apoptézy

Na zacatku vnéjsi drahy apoptdzy je receptor smrti (death receptor) z rodiny TNFR, na
ktery se vaze death ligand, coz vede ke vzniku DISC (death-inducing signaling complex).
Jeho soucasti je FADD (Fas-asociated protein with death domain) a pro-kaspéza-8, ktera je
Stépena a vznika volna aktivovana kaspéza-8. Kaspaza-8 je zodpovédna za §tépeni dalsich
slozek apoptotické drahy, coz vede az k samotné bunééné smrti. Na DISC se mtze vazat

regulatorFLIP (FLICE-like inhibitory protein)(Gordy and He, 2012).
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Interakce autofagie s vnéjsi drahou indukce apoptozy Ize pozorovat napiiklad u bun¢k
s né¢jakym zptsobem nefunkéni vnitini drahou aktivace apoptdzy. Naptiklad nefunkéni FADD

nebo kaspaza-8 vede u T-buné¢k ke zvysené aktivité autofagie (Bell et al., 2008).

Regulator vngjsi drahy aktivace apoptozy FLIP, se zaroven ucastni regulace autofagie.
Inhibuje autofagii tim, Ze se vaze na Atg3, ktery je dulezity pii procesu elongace

autofagozomu (Lee et al., 2009).

TRAIL receptor je jednim z death-receptor, ktery se Gcastni aktivace vné&j$i drahy
apoptozy. TRAIL receptor po navazani TRAILu spousti apoptézu. Toto pusobeni je
specifické vuc¢i nadorim. Existuji vSak nadory, Které jsou proti tomuto zpisobu indukce
apoptdzy odolné(Gordy and He, 2012). Tato odolnost je nejspise zplisobena, tim, Ze po vazbé
TRAILuU na jeho receptor je kaspédza-8 transportovana do lysozomu a degradovéna a to
pomoci autofagické drahy (Han et al., 2008; Hou et al., 2010). Pifesny mechanismus cileni

kaspazy-8 do autofagozomu neni zatim znam.

4.4  Role miRNA v interakci autofagie a apoptozy

Molekuly miRNA jsou oligonukleotidy, které ucastni regulace mnoha bunécénych
procesu, tim ze se podileji na inhibici genové exprese. Reguluji apoptozu i autofagii a jak se
zddmohou se ucastnit i interakce téchto dvou drah i kdyz tento proces nebyl zatim piimo
dokazan. Micro RNAreguluji genovou expresy proteind, které tuto interakci piimo
zprostifedkovavaji. Ptikladem muze byt Beclin-1 jehoz exprese je inhibovana MIR30A (Zhu et
al., 2009).Nékteré miRNA se ucastni regulace exprese vicero genu a existuji i miRNA, které
ovliviiuji expresi proteint ucastnicich se autofagie a zaroven expresi proteint dalezitych pro
apoptozu. Takové miRNA by pak mohli fidit rovnovahu mezi autofagii a apoptézou. Zvyseni
exprese atg genu by vedlo ke zvySeni inhibice autofagie a zaroven ke snizeni inhibice
apoptozy a to zejména pro to, ze by ubylo mnozstvi volnych miRNA. Naopak pii zvySeni
exprese gentl ucastnicich se apoptozy by doslo k opaénému efektu. Piikladem miRNA, které

se podili na regulaci autofagie i apoptozy je MIR101 (Zhai et al., 2013).
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5 Autofagicka bunééna smrt

Piestoze je autofagie Casto pokladana za dalsi typ programované buné¢né smrti, tak je jeji
podil na bunétné smrti stale jesté kontroverzni a v soucasné dobé na tuto problematiku
neexistuje jednotny, konsensualné pfijimany nazor(Denton et al., 2012).Za bunénou smrt
autofagii bylo dfive povazovano uz jen zvySeni aktivity autofagie v umirajicich bunkach
(Clarke, 1990 podle Shen and Codogno, 2011). Autofagie funguje hlavné jako proces
podporujici bunééné pieziti avyskyt autofagie v umirajicich bunkach je tedy logicky. Buiika
se snazi autofagii smrti predejit. V posledni dobé se vSak vyskytuji ptiklady, kdy se autofagie
ptimo podili na bunééné smrti. V dalsi ¢asti jsou uvedeny piiklady, které naznacuji ptimou

ucast autofagie na buné¢né smrti a naopak divody, které stoji proti.

5.1 Piiklady naznacujici existenci autofagické bunécné smrti

Autofagie je spojena sbunéénou smrti v prubéhu vyvoje Dictyostelium
discoideum,v prubéhu metamorfézy a oogenezeDrosophila melanogastera v posledni dobé se

ukazuje, ze se ucastni i bunééné smrti u savcu.

5.1.1 Dictyostelium discoideum

ey

Dictyostelium discoideum je améba, zijici v pudé. Pii nedostatku potravy dochazi
k agregaci jednotlivych améb a vzniku plodnicky (Denton et al.,, 2012). Tento proces
vyzaduje bunécnou smrt, na které se podili Atgl protein, jenZ je esencidlni soucasti
autofagické drahy. Pti hladovéni dochazi v buiikach Dictyostelia k aktivaci autofagie jako
klasické odpovédi na stres. Pti pridani DIF-1 (differentiation factor 1) dochazi k bunéc¢né
smrti. Pokud jsou bunky s mutaci v Atgl vystaveny hladovéni a DIF-1, tak k buné¢né smrti
nedochézi. Coz poukazuje na UcCast autofagie v procesu bunéné smrti a zdroveil naznacuje
mozny mechanismus, jak dochéazi v buiice k rozhodovéni, zdali ma autofagie napoméahat

bunéénému preziti, ¢i se ucastnit bunécné smrti(Luciani et al., 2011).

5.1.2 Drosophila melanogaster

Dalsim ptikladem tcasti autofagie na bunécné smrti je metamorfézaDrosophila
melanogaster (Berry and Baehrecke, 2007). Jednim z procest, ke kterému b&hem jeji
metamorfézy dochazi, je degradace larvalnich slinnych zlaz, na které se nejspise podili
autofagie. Na regulaci této degradace se podili hlavné hormon ekdyson, ktery zvySuje expresy

proteinu dulezitych v apoptdze, ale zaroven zvysSuje expresi proteind ucastnicich se autofagie.
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To vede ke zvySeni apoptOzy a autofagie v burikach uréenych k degradaci (Lee et al., 2002).
Inhibovanim aktivace kaspaz potfebnych v apoptoticke draze, nedochazi k plnému zastaveni
degradace slinnych zlaz(Denton et al., 2012). V bunkach, kde je autofagie blokovana
mutacemi v atg genech, dochazi ke zpomaleni degradace larvalnich slinnych Zlaz. Inhibice
obou drah soucasné pak vede k mnohem vyssi inhibici degradace téchto bunck. Toto
naznacuje, ze se tohoto procesu nejspise ucastni ob¢ drahy soucasné. Dilezitost autofagie pfi
odstraniovani larvalnich slinnych zlaz, také podporuje fakt, ze zvySena exprese Atgl je
schopna vyvolat bunéénou smrt téchto zlaz nezavislou na aktivaci apoptotickych kaspaz
(Berry and Baehrecke, 2007). Autofagie ma také dulezitou roli bunéfné smrti bunék
larvalniho stfedniho stieva u Drosiphily. V bunikach larvalniho stfedniho stfeva prochazejici
degradaci je zvySena exprese proteinti apoptotické drahy. AvSak inhibici apoptdzy, inhibici
kaspaz nebo mutacemi v apoptotické draze, nedochazi ke snizeni odstrafiovani téchto bunék.
Naproti tomu inhibice autofagie, mutacemi v atg genech nebo RNA interferenci, vede ke
znaénému opozdéni odstranovani stiedniho stfeva. Soucasna inhibice apoptotické drahy a
autofagie pak zpusobuje stejny efekt jako pii inhibici samotné autofagie(Denton et al., 2009).
nez pii odstranovani larvalnich slinnych Zzlaz. Pfestoze v obou ptipadech je autofagie
nezbytna, jeji inhibice vede pouze k opozdéni bunééné smrti a ne k jejimu Gplnému zastaveni.
Autofagie se UCastni také buné¢né smrti béhem oogeneze Drosophily. V pozdni fazi oogeneze
je zodpovédna za aktivaci bunééné smrti v sesterskych bunkach (viz kapitola ¢. 4.2.2). Mutace
v atgl a atgl3, zpusobi, Ze sesterské buiky prezivaji jesté v oogenezy pri¢emz v norméalnich

burikach se v této fazi jiz nevyskytuji (Nezis et al., 2010).

5.1.3 Sav¢i buiiky

Jak naznacuji nékteré vyzkumy autofagie se miize podilet na bunééné smrti i u savct. Je
vsak nutno podotknout, ze mnoho z téchto vyzkumu, bylo provadéno na rakovinnych
bunikach, casto s nefunk¢éni apoptotickou signalizaci. Nekteré bunky po vystaveni
cytotoxickym lékim Vv sobé indukuji autofagii, kterou nasleduje buné¢na smrt. Napiiklad
mys$i embryonalni fybroblasty s vyfazenymi Bax a Bad geny, v sobé& indukuji autafagii a
nasledné umiraji po pfidani etoposidu. Potlacenim exprese Atg4 a Beclinu-1 za pomoci RNA
interference je této etoposidem indukované smrti zabranéno (Shimizu et al., 2004). Podobné u
bun¢k mysiho fibrosarcomu, ve kterych je inhibovana kaspaza-8 pomoci zZVAD, dochazi
k buné&¢né smrti, kterou Ize blokovat snizenim exprese Beclinu-1 a Atg-7 pomoci siRNA (Yu

et al., 2004).Naproti tomu novéjsi studie, pouzivajici v experimentech stejny systém, vyvraci
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ucast autofagie na buné¢né smrti t€chto bunék (Wu et al., 2008). Dalsim piikladem mohou byt
buniky lymfoblastické leukemie, v nichz po pfidani dexamothasonu doch&zi k nardstu
autofagickych markerti a az poté k markerim apoptozy a bunécné smrti. Zvyseni autofagie se
tak muze jevit jako reakce buriky na stres, ale v buiikach s inhibovanou autofagii, naru$enim
exprese Beclinu-1 nebo pfidanim inhibitord autofagie, dochazi Kk poklesu bunécné
smrti(Laane et al., 2009). Dexamethasoneindukuje autofagii a naslednou buné¢nou smrt také
u bunék mnohocetného myelomu (Grander et al., 2009).Souc¢asné studie ukazuji, ze indukci
autofagie, ktera vede k bunééné smrti, dochazi také v bunikach exprimujicich aktivovany Ras
protein. Lidské epitelialni bunky povrchu ovarii u, kterych je indukovana exprese onkogenu
H-Ras, piestavaji proliferovat, dochazi u nich k indukci autofagie a nasledné bunécné smrti.
V prubéhu toho v nich nejsou aktivovany kaspazy, tudiz bunécnd smrt neni zplsobena
apoptozou. Ale dochazi v nich Kk lipidaci LC3 a formovani autofagosémd, coz jsou jedny
Z hlavnich markerti autofagie. Snizenim exprese Atgb nebo Atg7 je Rasem indukovand
bunééna smrt inhibovana (Elgendy et al., 2011). Naproti témto studiim ukazujicim autofagii
indukovanou expresi Ras, jako proces, ktery se nejspise podili na bunécné smrti, existuji i
studie, které odhaluji, Ze miiZze autofagie po indukci Rasem naopak napomahat piezivani

bunék a hrat roli pii ristu nadoru (viz kapitola 6.2).

Autofagie nejspiSe zptsobuje bunécnou smrt nervovych kmenovych bunék hippokampu
pfi nedostatku insulinu. Pokud jsou tyto bufiky deprivovany o insulin, dochazi v nich
K narGistu autofagie a bunééné smrti. Béhem tohoto procesu v nich nebyla zaznamenéna
aktivace kaspdaz, ale potlaceni exprese Atg7 tuto bunécnou smrt inhibovalo. Naopak zvySenim
autofagie a to inhibici mTOR pomoci rampamycinu dojde K naristu po¢tu zemielych bunék
(Baek et al., 2009).

5.2 Divody popirajici existenci autofagické bunééné smrti

To, Ze se na bunééné smrti podili proteiny z Atg proteiny (Berry and Baehrecke, 2007;
Luciani et al., 2011), Gcastnici se autofagie, nemusi znamenat, Ze se na buné¢né smrti podili
samotnd autofagie. Né&které proteiny mohou mit funkci v draze autofagie a zaroven
napomahat aktivaci apoptozy. Existuje tedy moznost, Ze i dal$i proteiny tcastnici se autofagie

a které jsou pouzivany jako markery, mohou mit dalsi na autofagii nezavislou roli.

Navic pokusy, které demonstruji pfimé spojeni autofagie a bunééné smrti, jsou Casto
provadény na manipulovanych nebo jinak poskozenych buiikach. Casto je v téchto buiikach

uméle zvySena aktivita autofagie, kterd vede k nefyziologickym staviim v bunice. Autofagicka
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bunécna smrt tudiz mize byt v nékterych piipadech pouze artefaktem nebo se vyskytovat

pouze za nefyziologickych podminek.

Piestoze dikazy poukazujici na to, Ze autofagie by mohla za ur¢itych podminek véstk
bunééné smrti, jsou velice silné a piibyva jich, pfesny mechanismus jakym k této autofagické
bunénéné¢ smrti dochdzi, neni zatim zndm. ZvySena indukce autofagie by mohla vést
k nespecifické degradaci velké ¢asti buiky, ptipadné by se mohlo jednat o specifickou

degradaci faktord kritickych pro bunééné preziti(Denton et al., 2012).
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6 Autofagie a rakovina

Soucasné vyzkumy ukazuji na dulezitost autofagie v procesu tumorogenze. Ukazuje se,
Zeautofagie mize pusobit v zavislosti na kontextu a situaci jak pro-, tak i protinadorové.
V dalsich kapitolach jsou uvedeny piiklady, kdy muze puasobit tumorosupresivné, kdy

tumorogenng¢ a je diskutovano mozné vyuziti autofagie pti 1écbé rakoviny.

6.1 Tumorogenni acinky autofagie

Jednou z hlavnich funkci autofagie je napomahani pifezivani buiky ve stresovych
podminkach. Rakovinné buiky jsou Casto vystaveny stresovym podminkam, které jim
umoznuje prezit pravé autofagie. NaznaCuji to vyzkumy pfi, ktery po inhibici autofagie
doch&zi k zastaveni ristu nadoru a smrti nadorovych bunék. Ptikladem stresovych podminek
proti, kterym autofagie chrani nadorové bunky je hypoxie. Hypoxii jsou Casto vystaveny
buriky pevnych nadort. Tyto nadorové buiky jsou také casto odolné vici radioterapii
(Macintosh and Ryan, 2013). Pokud inhibujeme autofagii, zacnou byt tyto buiky znovu
citlivé k hypoxii a radioterapii.Autofagie bude takénejspise hrat roli pifi ochrané pied
radioterapii. Na indukci autofagie v nadorech pii hypoxii se mimo jiné podili také odpoveéd’ na
Spatné sbalené proteiny a proteiny BNIP3 a NIX.(Bellot et al., 2009; Rouschop et al., 2010).
BNIP3 a NIX hraji roli také pfi mitofagii. Degradaci mitochondrii mohou buriky snizovat
hladinu ROS, kterd se zvySuje pravé béhem hypoxie. Autofagie je také, jak se zda
zodpoveédna za ochranu nékterych hypoxickych nadort pfed cytotoxickymi T-lymfocyty.
Pokud inhibujeme autofagii v takovychto buiikach pomoci RNA interference Beclinu-1 nebo

Atg5, zacnou byt znovu citlivé k cytotoxickému puisobeni T-lymfocytti (Noman et al., 2011).

Autofagie ma vyznam pii tumorogenezy zprostfedkované onkogenim proteinem Ras.
V nékterych lidskych nadorech, nesoucich mutaci v Rasje zvysena aktivita autofagii.Pokud ji
inhibujemepotlacenim exprese Atg5 nebo Atg7, buriky jsou velice citlivé k hladovéni.Zaroven
v nich dochazi khromadéni abnormalnich mitochondrii a poruchdm energetického
metabolismu (Guo et al., 2011). V tomto pfipad¢ je tedy autofagie nezbytnd pro rust
rakovinnych bungk, diky jeji schopnosti degradovat disfunkéni mitochondrie.Obdobnym
zpusobem se autofagie také podilina piezivani bun¢k rakoviny slinivky bfisni (Yang et al.,
2011).
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Mnoho nadorii je odolnych proti protinadorové 1é¢bé. Casto je za tuto odolnost
zodpovédna autofagie. Existuji ptiklady, kdyprotinadorova 1écba v bunkach nadoru
nezpusobuje bunéfnou smrt nebo zastaveni proliferace, ale dochazi v nich k aktivaci
autofagie. Piikladem protinadorové 1é¢by, ktera zptsobuje indukci autofagie je radioterapie,
chemoterapie (napt. doxorubicin, temozolomid, etoposid), inhibitory histone deacetylazy,
oxid arsenity, TNFa (tumor necrosis factor o), INFy (interferon gamma), rapamycina dalsi
(Dalby et al., 2010). Pfesny mechanismus jakym zpusobem se autofagie podili na rezistenci
nadort vici protirakovinné 1é¢b¢, neni zatim znam.Burky leukemie vystavené chemoterapii
produkuji HGMBL, ktery je sekretovan, zaroven pusobi uvniti buiiky. V obou piipadech
zpusobuje indukci autofagie (viz kapitola 4.1.3). Neutralizace HGMB1 pomoci protilatek,
vede kzvySeni sensitivity bun€k leukemie vuéi chemoterapii (Liu et al., 2011).Dalsim
moznym tumorogennim u¢inkem autofagie je schopnost branit aktivaci apoptézy skrze

TRAIL, jak bylo popsano v kapitole 4.3.

Autofagie se podili na odolnosti nékterych bunék vici anoikis, bunééné smrti, ke které
dochazi pii ztraté kontaktu s extracelularni matrix (ECM)(Gilmore, 2005). V prub&éhu vyvoje
mlécnych zlaz, dochazi ke ztrat¢ kontaktu nékterych epitelidlnich bunck s ECM a pozdéji
znovu ke spojeni. V dobg, kdy epitelialni buiky nejsou v kontaktu s ECM, dochazi v nich ke
snizeni hladiny ATP a zvySeni hladiny ROS. Tyto podminky buitkdm pomahd piezit prave
autofagie. Zda se, Ze by tuto jeji funkci mohli zneuzivat i nadorové buiky(Espina et al., 2010;
Fung et al., 2008). Mohla by mit tedy také dilezitou funkci v pribéhu metastaze, nebot’

dulezitym krokem v metastatickém procesuje praveé pieziti anoikis.

6.2 Tumorosupresivni ucinky autofagie

Diilezitost autofagie jako tumorosupresivniho procesu naznacuje skute¢nost, ze existuje
fada nadoru, které maji snizenou expresi Atg proteinti nebo nesou delece v jejich genech.
Naptiklad BECNL1 gen je deletovan v 9 z 22 zkoumanych bunéénych linii rakoviny prsu (Aita
et al., 1999), dale je deletovan v nadorech prostaty a vaje¢niki. Snizend exprese Beclinu-1
vac¢i normalnim bunkam byla pozorovana v nadorech tlustého stfeva, mozku, v bunikach
rakoviny délozniho hrdla nebo v hepatocelularnich karcinomech (Dalby et al., 2010).
Vsechny tyto piiklady poukazuji na spojitost defektni autofagie s nadory. Dalsim dikazem
této spojitosti je studie, ktera ukazuje, Ze pfi inhibici autofagie, pomoci inhibice Beclinu-1,

v my$i, dochazi k ¢astéjSimu spontannimu vzniku rakoviny plic, jater a vyvoji lymfomut
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(Dalby et al., 2010). Naopak pii obnoveni funkénosti Atg proteinti V rakovinnych buikach,
dochazi ke zpomaleni ristu nadoru. Dalsim dulezitym proteinem autofagie, ktery hraje
nejspiSe roli v tumorosupresivnim u¢inku autofagie je protein UVRAG. Monoalellické
mutace v genu pro UVRAG se ¢asto vyskytuji v nddorech tlustého stieva. Nadmérnou expresi
UVRAG dochazi ke zpomaleni proliferace nadoru (Liang et al., 2006).Dalsimi Atg proteiny,
které jsou mutovany v nédorech, jsou napftilad Atg5, FIP200, Atg9b, Atg2B (Wirawan et al.,
2012).

Mechanismus tumorosupresivniho ptisobeni autofagie neni zatim piesné¢ znam. Vyznam
by mohla mit schopnost autofagie udrZzovat bunéénou homeostazi. Tim ze odstraiiuje
poskozené organely, proteinové agregaty nebo tim, Ze udrZuje energetickou rovnovahu
Vv burnce, hraje diilezitou roli pfi ochrané pied poskozenim genomu. Napiiklad odstraiovanim
poskozenych mitochondrii, snizi hladinu ROS, které by jinak mohli poskozovat DNA v buiice
(Mathew et al., 2007). Toto poskozeni nasledné¢ muze vést ke vzniku nebo rozvoji nadord.

V tomto pfipadé autofagie mize mit preventivni roli proti vzniku nadora.

Dal$im mechanismem jakym by mohla autofagie plsobit tumorosupresivné je jeji
vyznampti indukci bunééné smrti. Piiklady, kdy se autofagie podili na bunééné smrti nadord,
byly rozebranyv kapitole 5.1 a nékteré v kapitole 4. Z téchto ptikladi vyplyva, Ze se autofagie

nejspise piimo ucastni bunétné smrti hlavné v nadorech s defektni apoptdzou.

6.3 Vyznam autofagie p¥i 1é¢bé rakoviny

Vzhledem ktomu, Ze autofagic muze mit tumorosupresivni i tumorogenni ucinky
nabizeji se dv€ moznosti modulovani autofagii, které se daji vyuzit v 1écbé rakoviny.
V ptipadech, kdy autofagie napomaha pieziti nadord, mizeme inhibici autofagie docilit
zastaveni ristu nebo smrti rakovinnych bunék. Inhibovanim autofagie tedy snizime schopnost
preziti nadord vystavenych stresovym podminkamvznikajicich v mikroprosttedi nadort
vlivem rustu samotného nadoru nebo pusobenim protinadorové 1é¢by. Inhibici autofagie
muzemeblokovat rezistenci nékterych nadorti vuci protinadorové 1é¢bé. Moznou strategii
lécby rakoviny je pouziti kombinace inhibice autofagie a jiné nadorové terapie. Napiiklad
nadorove bunky s inhibovanou autofagii pomoci chloroquinu nebo inhibici Atg5, umiraji
apoptotickou buné¢nou smrti po vystaveni 1ékim zpusobujicim alkylaci DNA(Amaravadi et
al., 2007).Pokud inhibujeme autofagii pomoci 3-methyladeninu nebo snizenim exprese Atg7
dochazitaké ke zvySeniindukce apoptézy v nadorech tlustého stieva vystavenych

5-fluorouracilu(Li et al., 2010). Také bunky gliomu odvozeného od kmenovych bun¢k se
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stavaji citlivé vuéi radioterapii po inhibici autofagie pomoci chloroquinu (Firat et al.,
2012).Mezi dalsi inhibitory autofagie, které maji potencial v 1éCeni rakoviny, patii Lys05,
ktery stejné jako chloroquin funguje jako inhibitor lysozomt (McAfee et al., 2012). Autofagie
se také podili na rezistenci nadoru k TRAIL. Pokudinhibujeme autofagii, TRAIL v nich muze
indukovat apoptézu (Hou et al., 2010). V soucasné dobé bézi jiz i nékolik klinickych testi
zkoumajicich mozné vyuziti inhibitori autofagie v 1écbé rakoviny(Macintosh and Ryan,
2013).

Autofagie funguje zaroven jako tumorosupresivni mechanismus. V téchto piipadech
indukce autofagie mize slouzit pii 1é¢bé rakoviny, tim Ze se podili na bunétné smrti
v nadorovych buikach. Rakovinné buniky maji ¢asto defektni apoptdzu a nefunguji proti nim
Iéky indukujici apoptozu. V takovych nadorech indukci autofagie mizeme docilit bunééné
smrti. Napiikladpotlateni exprese autofagického inhibitoru Bcl-2 mutzeme indukovat
buné¢nou smrt v bunikach rakoviny prsu (Akar et al., 2008). Po indukci autofagie v burnikach
akutni lymfoblastické leukemie dochazi ke zruseni jejich rezistence vici glukokortikoidim a
k nekréze (Bonapace et al., 2010). Dalsiptiklady ucasti autofagie na bunécné smrti byli
podrobngéji rozebrany diive (viz kapiotala 5.1 a 4). Mezi latky indukujici autofagii, které maji
tumorosupersivni u€inky patii hlavné inhibitory mTOR. Bylo prokazéano, Ze 1é¢i nékteré
nadory naptiklad rakoviny prsu, pankreatické neuroendokrinni nadory nebo renalni karcinom
(Macintosh and Ryan, 2013).

Ze studii vénovanych vyznamu autofagie v nadorovych buiikach vyplyva, ze dvoji role
autofagie v tumorogenezy zalezi na kontextu daného nadoru. Nelze zatim doptedu ur¢it, zdali
bude mit autofagie na urcity typ nadoru tumorogenni nebo tumorosupresivni Uc¢inky, coz
komplikuje vyvoj protinadorovych 1€kt cilenych na autofagii. Vyzkum ptesného mechanismu
plusobeni autofagie na rakoviny by tento problém mohl pomoci odstranit. Zaroven by
presnéjsi znalost tohoto mechanimu dale mohla rozvinout moznosti 1écby rakoviny skrze

modulaci autofagie.

29



7 Zavér

Soucasné studie ukazuji, Ze interakce autofagické drahy a drahy apoptézy probiha na
mnoha urovnich. Pfestoze autofagie je predevsim proces podporujici preziti buiiky a apoptdza
je mechanismus bunécné smrti, nemusi se ve vSech piipadech vzajemné interakce regulovat
pouze negativné. V nékterych piipadech také nemusi jit pfimo o interakci téchto dvou drah,
ale proteiny ucastnici se autofagie mohou mit vice roli v bunice a jedna z nich miZe byt
v apoptotické signalizaci. V takovych pfipadech by interakce téchto dvou drah mohla byt
pouze zdanlivé a bude chtit vice prozkoumat.

Vzajemna interakce autofagie a apoptdzy jak se zda hraje takeé roli v autofagické bun&cné
smrti. Prestoze nadale existuji pochybnosti o roli a vyznamu autofagické bunécné smrti, tak
recentn¢ stale vice pribyva originalnich zjisténi a publikaci podporujicich autofagickou

bunécnou smrt jako dalsi zplisob programované smrti.

Autofagie je esencialni pro bunééné pieziti, ale zaroven za uréitych podminek muze hrat
roli vbunééné smrti. Tato dualni role autofagiec je dobfe vidét u rakovinnych bunék.
V nékterych piipadech napomaha rozvoji rakoviny, v jinych ptispiva k jejich eliminaci.
V obou ptipadech je moZné, Ze je za toto rozhodnuti zodpov€dnd interakce autofagie a
apoptdzy. Jeji presnéjsi porozuméni by mohlo pomoci pfi vyvoji novych protirakovinnych

terapii.
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