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Abstract

Currently, it is growing evidence that autophagy is involved in the prevention of
various diseases, which of course also includes heart diseases. This thesis is therefore
aimed at clarifying the role of autophagy in the heart, especially during ischemia and
subsequent reperfusion. Autophagy is a physiological cellular process by which the cell
maintains homeostasis by eliminating long-lived proteins and damaged organelles. The
role of autophagy during ischemia/reperfusion in the heart is complex. Predominantly it
functions as a pro-survival pathway, because it protects the heart from ischemia or
hypoxia. However, when triggered over, which happens during reperfusion, it may lead to
cell death. In the heart autophagy is activated in response to various stimuli, such as
decrease in ATP and subsequent activation of AMPK, protein Bnip3, reactive oxygen and
nitrogen species, the opening of mitochondrial permeability transition pore, endoplasmic

reticulum stress or unfolded protein response. (In Czech)

Keywords: autophagy, mTOR, Beclinl, hypoxia, Bnip3, unfolded protein response,

ischemia/reperfusion, cardioprotection



Seznam pouZitych zkratek

AMP - adenosine monophosphate - adenosinmonofosfat

AMPK - AMP-activated protein kinase - AMP-aktivovana proteinkinasa

ARNT/HIF-1f - aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator/ hypoxia-inducible factor

1, beta subunit

ATF6 - activating transcription factor 6 - aktiva¢ni transkrip¢ni faktor 6

ATG - autophagy-related genes - geny podilejici se na procesu autofagie

Atg - produkty ATG genil

ATP - adenosine-5"-triphosphate - adenosin-5"-trifosfat

Bcl-2 - B-cell lymphoma protein 2 - protein 2 lymfomu B-bunék

BiP - binding immunoglobulin protein - protein vazajici imunoglobuliny

BNIP3 - Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3 - protein 3 interagujici
s 19 kDa proteinem komplexu Bcl-2/adenovirus E1B

CMA - chaperone-mediated autophagy - chaperonem zprostiedkovana autofagie

Cvt - cytosol to vacuole targeting pathway - drdha sméfujici cytosol do vakuoly

DEPTOR - DEP domain-containing protein 6, DEPDC6 - protein 6 obsahujici DEP

doménu

eEF2 - eukaryotic elongation factor 2 - eukaryoticky elonga¢ni faktor 2

eEF2K - eukaryotic elongation factor-2 kinase - kinasa eukaryotického elongaéniho

faktoru 2

......
......

......

4E-BP - eukaryotic initiation factor 4E binding protein - protein véazajici eIF4E

ER - endoplasmic reticulum - endoplasmatické retikulum

FOXO3 - Forkhead box O3

GAP - GTPase-Activating Protein - GTPasu aktivujici protein

GBL/mLSTS8 - G-protein B-subunit like protein/mammalian LST8 - komplex proteinu
podobného B-podjednotce G-proteinu a savéiho LSTS

GFP - green fluorescent protein - zeleny fluorescen¢ni protein

GTP - guanosine-5'-triphosphate - guanosin-5’-trifosfat

HIF - hypoxia inducible factor - hypoxii indukovany faktor



H,0; - peroxid vodiku
I/R - ischemia/reperfusion - ischemie/reperfuse
IREL1 - inositol requiring protein kinase 1 - proteinkinasa 1 vyzadujici inositol
JNK - c-Jun N-terminal protein kinase - c-jun N-terminalni proteinkinasa
LAMP-2a - lysosome-associated membrane protein type 2a - s lysosomem asociovany
membranovy protein typu 2a
LPS - lipopolysacharides - lipopolysacharidy
3-MA - 3-methyladenine - 3-methyladenin
MAP4K3 - mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3 - mitogenem
aktivovéna
proteinkinasa 3
MAP-LC3 (zkr. LC3) - microtubule-associated protein 1 light chain 3 - lehky fetézec 3
proteinu 1 asociovaného s mikrotubuly
mETC - mitochondrial electrons transfer chain - mitochondrialni elektronovy transportni
fetézec
mPTP - mitochondrial permeability transition pore - mitochondridlni permeabilni tranzitni
por
mTOR - mammalian target of rapamycin - sav¢éi homolog TOR
— mTOR vytvéti 2 proteinové komplexy: mTORC1 a mTORC2
PAS - pre-autophagosomal strucure - pre-autofagosomalni struktura
PCD - programmed cell death - programovand bunécnd smrt
PE - phosphatidyl-ethanolamin - fosfatidylethanolamin
PERK - PKR-like ER kinase - PKR-podobna ER kinasa
PI - phosphatidylinositol - fosfatidylinositol
PI3P - phosphatidylinositol-3-phosphate - fosfatidylinositol-3-fosfat
PI3K - phosphatidylinositol 3-kinase - fosfatidylinositol-3-kinasa
— PIBK tiidy I
— PI3K tfidy III = hVps34 (u kvasinek Vps34) - Vps - vacuolar protein-
sorting - tfidéni proteinti ve vakuole
PIKK - phosphatidylinositol kinase-related kinase family - kinasova rodina piibuzna
s PI3K
PKB/AKt - protein kinase B - proteinkinasa B
PKCS3 - protein kinase C 9 - proteinkinasa C



PKR - protein kinase R - proteinkinasa R
PRASA40 - proline rich Akt 40 kDa substrate - 40 kDa substrat Akt bohaty na prolin
PRR5/protor - proline-rich protein 5 - protein 5 bohaty na prolin
p70S6K nebo S6K - ribosomal p70 S6 protein kinase - ribosomalni p70 S6 proteinkinasa
REDDI1 - protein regulated in development and DNA damage response 1
Rheb - GTPase Ras homolog enriched in brain - homolog GTPasy Ras obohaceny v
mozku
RICTOR - rapamycin-insensitive companion of mTOR - sou¢ast mTOR nereagujici na
rapamycin
ROS - reactive oxygen species - reaktivni formy kysliku
Sin1 - stress-activated MAP kinase-interacting protein 1 - protein 1 interagujici s mitogeny
aktivovanou proteinkinasou
SNARE - soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) attachment protein receptors
TOR - target of rapamycin - proteinkinasa, ktera je cilem pro inhibitor rapamycin
— TOR obsahuje 2 proteiny: TOR1 a TOR2
TSC - tuberous sclerosis complex - komplex tuberosni sklerosy
— TSC1/TSC2
UPR - unfolded protein response - reakce nesbalen¢ho proteinu
UVRAG - ultraviolet irradiation resistence-associated gene - gen asociovany s resistenci k
UV zéteni
Vid - vacuolar import and degradation pathway - draha vakuoldrniho importu a degradace

XBP1 - X-box binding proteinl - protein 1 vazajici X-box



1. Uvod

cey

Autofagie je hlavni bunécna draha pro degradaci dlouho Zijicich proteini a
cytoplasmatickych organel v eukaryotickych bunkach.

Homeost4aza bunky je udrzovana diky pfesn¢ regulované hladiné mezi syntézou
a degradaci bunéénych komponent. V eukaryotickych bunikéach existuji dva hydrolytické
mechanismy: proteasom a lysosom/vakuola. Pro lysosomdlni proteinovou degradaci
existuji nejméné 3 rizné drahy: Cvt (z angl. ,,cytosol to vacuole targeting pathway*, draha
sméfujici cytosol do vakuoly), Vid (z angl. ,,vacuolar import and degradation pathway*,
drdha vakuolarniho importu a degradace) a autofagie. Autofagie ma dulezitou roli ve
fyziologii a patofyziologii vSech bunécnych typt. Kromé jeji tlohy pii degradaci proteint
a organel, mize také vyvolavat jisty typ programované bunécné smrti (PCD), odlisny od
apoptosy, nazyva se PCD typu II'. Od apoptosy se lidi zejména v morfologickém kritériu,
tj. pfitomnosti autofagosomi v umirajici buiice. Bunikka umira, pokud aktivace autofagie
piekroci pfirozenou prahovou uroven, coz zptisobi bunécnou atrofii, ktera vyusti v kolaps
bunécnych funkci. Bunééna smrt s rysy autofagie mize nastat, kdyz v butice chybi dilezité
soucasti apoptotického aparatu. Zdad se, ze autofagie muze kompenzovat defektni
apoptosu’.

Autofagii  vyvolavaji rizné stimuly jako napfiklad hypoxie, hladovéni
nebo chemicka ¢inidla, jako napiiklad rapamycin.

V buiikach savcl je autofagie slozity proces. Je zapojena do tak rozmanitych
bunécnych procesii jako jsou prezivani bunék, bunéénd smrt nebo odstranovani patogenti.
Taktéz je spojena s patologickymi procesy jako jsou progrese rakoviny,
neurodegenerativni onemocnéni, ale také rizna srde¢ni onemocnéni.

Pro geny spojené s autofagii se pouziva oznaceni ATG (z angl. ,,autophagy-related
genes*) a pro produkty genii oznadeni Atg’. Objev t&chto gend u kvasinek byl zasadni pro
pochopeni molekularni podstaty tohoto procesu.

Uloha autofagie v srdci je pomémné slozita. Prevazné funguje jako ,,pro-survival®
drédha zejména proto, ze chrani srdce pred ischemii nebo hypoxii. Avsak, kdyz je autofagie

spusténa nadmiru, coz se déje napiiklad béhem reperfuse, mize vést az k bunééné smrti.



1.1. Cil prace

Cilem této prace bylo popsat proces autofagie, signaliza¢ni drahy vedoucich k jeji
regulaci a shrnout dosavadni poznatky o uloze autofagie v srdci, zejména béhem ischemie
a nasledné reperfuse, dale o jejim potencidlnim vyuziti v kardioprotekci a o mozZnych

metodickych cestach, jak ji sledovat.

2. Klasifikace autofagie

Autofagie je fyziologicky proces vyskytujici se u vSech eukaryot od rostlin, pies
kvasinky, po zivoCichy. Existuji 3 zakladni formy autofagie: makroautofagie,
mikroautofagie a chaperonem zprostfedkovana autofagie (CMA- zangl. ,,chaperone-
mediated autophagy*).

Hlavnim zptsobem degradace cytoplasmatickych sloZzek je makroautofagie. Prave
ona byva vétSinou oznaCovana obecnym vyrazem autofagie a toto oznafeni pro ni bude
pouzito i dale v textu. Zahrnuje nasledujici procesy: nejdiive se objevuje ,,C* forma
dvoumembranové struktury v cytoplasmeé (fagofor nebo isolacni membrana), pak na obou
koncich tato membranova struktura roste anakonec se uzavird do formy vakuoly.
Cytoplasmaticky material a n¢které organely jsou zabalené do této vakuoly, ¢imz vznika
autofagosom s pramérem 0,5-1,5 um®. Ten je pak nasmérovany v savéich buiikach do
endosomu (v tomto ptipad¢ vznikd amfisom), nasledné¢ do lysosomu nebo do vakuoly u
kvasinek, kde jeho vnéj$i membrana fhzuje s lysosomdlni membranou, pfi¢emz vnitini
obsah autofagosomu je piijiman do lysosomu/vakuoly a vznikd autolysosom nebo
autofagolysosom. Hydrolasy nachézejici se v lysosomu pak degraduji ziskany
cytoplasmaticky material a ten muaZe byt naslednd recyklovan’. U kvasinek jsou
autofagosomy generovany z pre-autofagosomalni struktury (PAS), kterd jesté nebyla

identifikovana u savci (viz obr. 1, str. 10)°.
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Obr. 1: Proces makroautofagie v savéich buiikiach: U kvasinek jsou autofagosomy generovany z pre-
autofagosomalni struktury (PAS), u savcu jest¢ nebyla identifikovana. Slozky cytoplasmy, které maji byt
odstranény jsou uzavieny pomoci fagoforu nebo isolaéni membrany, ¢imz vznika autofagosom. Ten je
v savéich bunikdch nasmérovany do endosomu (v tomto piipadé vznika amfisom), nasledné do lysosomu
nebo do vakuoly u kvasinek, kde jeho vnéjsi membrana fuzuje s lysosomalni membranou, pficemz vnitini

obsah autofagosomu je piijiman do lysosomu/vakuoly a vzniké autolysosom nebo autofagolysosom®.

Béhem mikroautofagie dochazi k invaginaci lysosomalni/vakuolarni membrany,
ktera se pak méni do tvaru vnitiniho vakuoldrniho vacku, jenz obsahuje material
z cytoplasmy, podobné jako je tomu pii vytvaieni autofagického materidlu pii
makroautofagii. Dulezity rozdil mezi makroautofagii a mikroautofagii je ten, Ze béhem
mikroautofagie je cytoplasma piimo pfijata do lysosomu/vakuoly'.

CMAA se lisi od ostatnich typi lysosomalnich degradaci, neni zde zahrnuta preprava
vesikul. Cytosolické proteiny se specidlnim pentapeptidovym sekvenénim motivem
KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), jsou rozpoznané komplexem molekularnich chaperont,
zejména hsp73. Pak se vazi na receptor v membrané lysosomu, a to konkrétné na LAMP-
2a, s lysosomem asociovany membranovy protein typu 2a (z angl. ,,lysosome-associated
membrane protein (LAMP) type 2a*“). Proteiny jsou tedy dopravované do lysosomu
pomoci molekularnich chaperonii a LAMP-2a".

Autofagie je v podstaté neselektivni proces, ve kterém je cytoplasmaticky material
nahodn¢ oddélen a zaclenén do autofagosomu. AvSak v nékterych ptipadech si muze
vybrat svijj cil — mize byt selektivni. Napiiklad se mohou pomoci autofagie selektivné
eliminovat nékteré organely, jako poskozené nebo piebytecné peroxisomy - pexofagie,

endoplasmatické retikulum (ER) a mitochondrie — mitofagie.
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3. Molekularni mechanismus autofagie

Molekularni zaklady autofagie byly nejprve charakterizovany u kvasinek. Byly
identifikovany mnohé molekuly podilejici se na téchto procesech. Nejméné 25
specifickych kvasinkovych genit (ATG geny) je zahrnutych vyhradné v autofagii a vice
nez 40 dalSich kvasinkovych genii je pro autofagii nepostradatelnych, tyto geny se ale
uplatnuji 1 v jinych drahach®. U nekterych produkti ATG gent byly jiz identifikovany
savéi homology (tabulka ¢. 1). Skutecnost, Ze kvasinkové geny maji savci homology
naznacuje, ze zakladni mechanismus autofagie je evolu¢né konzervovan. Proces autofagie

se skldda znckolika zakladnich krokt: aktivace, formace autofagosomu, fuze

autofagosomu s vakuolou/lysosomem a degradace autofagickych objektu.

Kvasinkovy homolog Savéi homolog Charakteristika
Aktivace autofagie
Atgb Beclinl Soucast komplexu PI3K
Formace autofagosomii
Atg3 Atg3 E2 podobny enzym konjugujici PE s Atg8
Autophaginy
Atgd AtgdA, AtgdB, Atg4C, Cysteinova proteasa Stépici C konec Atg8
Atg4D
Atg5 Atg5 Konjuguje s Atgl?2 prostfednictvim vnitiniho lysinu
Atg7 mAtg7 E1 podobny enzym, aktivuje Atg8 a Atgl2
MAP-LC3
Atg8 GABARAP Ubiquitinu podobny protein konjugujici s PE
GATE-16
Atgl0 mAtgl0 E2 podobny enzym konjugujici Atgl2 s Atg5
Atgl2 mAtgl2 Ubiquitinu podobny protein konjugujici s Atg5
Atgl6 Atgl6L Slozka komplexu Atgl2-Atg5

Fuze autofagosomu s lysosomem/vakuolou

Vam3
Vam?7
Vitil
Ykt6

- SNARE proteiny

NSF -

11




SNAP -

Secl7

Secl18 - GDI homology
Sec19

Cezl -
Monl - tvofi spolu komplex

Ypt7
Rab7 Rab proteiny

Rab22 GTPasy
Rab24

Degradace a recyklace

Prbl i Hydrolasa
Atgl5/Cvtl7 ; Lipasa
Atg9 Atg9 Intergalni membranovy protein
Atgl8 WIPI-1 Periferni membranovy protein, vaze se s PI3P

Tabulka 1: Pehled Atg proteinii zapojenych do procesu autofagie®”

3.1. Aktivace autofagie

.....

Beclinl (u kvasinek Atg6), ktery je soucasti komplexu fosfatidylinositol 3-kinasy (PI3K)
ttidy III (téz zndm jako hVps34, u kvasinek Vps34), lokalizovaném ptedevSim na trans-
Golgiho aparétulo. Dalsi dulezitou slozkou tohoto komplexu je myristylovana kinasa p150
(u kvasinek Vpsl5), kterd pomdha upevnit komplex k membrané. Komplex PI3K
katalyzuje fosforylaci fosfatidylinositolu (PI) na fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) a tento
molekularni signadl pak podporuje shromazdéni proteinii Atg4, Atg7 a AtglO na isolacni
membran¢é. Do tohoto komplexu patii 1 dal$i proteiny jako napt. Bcl-2, ktery mitize

interakci s Beclinl negativné regulovat aktivaci autofagie'' (vice viz. kapitola 4.).
g g g p

3.2. Formace autofagosomii

Jednim z nejpozoruhodnéjSich zjisténi tykajicich se Atg proteinli byl objev dvou
konjugacnich systémil, Atgl2-AtgS a Atg8-fosfatidylethanolamin(Atg8-PE), které¢ spolu

’ s 1201 1
tizee souviseji'>" (obr. 2, str. 13)".
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Obr. 2: Ve formaci autofagosomi jsou zahrnuty dva ubiquitinu podobné konjuga¢ni systémy:
Atgl2-Atg5 konjugadni systém - za spotfeby ATP se Atgl2 nejdiive aktivuje enzymem Atg7, a to vznikem
thioesterové vazby mezi C-terminalnim glycinem v Atgl2 a cysteinovym zbytkem v Atg7. C-terminalni
glycin v Atgl2 je pak pienesen na cystein v Atgl0, vytvaii se nova thioesterova vazba a Atg7 je uvolnén.
Nakonec Atgl?2 vytvaii isopeptidovou vazbu s g-aminoskupinou lysinu Atg5, pficemz se Atgl0 uvolni.

Atg8 konjugacni systém - nejdiive musi byt Atg8 (u kvasinek, u savcd LC3) proteolyticky rozstépen
pomoci cysteinové proteasy, Atg4, tim je odhalen jeho C-terminélni glycin. Atg7 pak ATP-dependentnim
zptsobem aktivuje Atg8 a pfidéli mu enzym Atg3. V kone¢ném kroku AtgS8 jiz nevytvaii konjugat s dalSimi
proteiny, ale interaguje s membranovym fosfolipidem - fosfatidylethanolaminem (PE). Komplex Atg8-PE je

pak dekonjugovan Atg4, &imz poskytuje novy zdroj cytoplasmatického Atg8 .

Mechanismus téchto dvou systémli se velmi podoba konjugaci ubiquitinu
k proteinim. Pro konjugaci ubiquitinu k cilovému proteinu jsou nezbytné tfi enzymy: El
aktivacni enzym, E2 konjugacni enzym a E3 ligasa. Obdoba E1 aktiva¢niho enzymu je pfi
autofagii protein Atg7 a obdobou E2 konjugaéniho enzymu jsou proteiny Atgl0 a Atg3.

Z4dny E3 podobny enzym se neucastni autofagického procesu.
3.2.1. Atgl2-AtgS konjugacni systém

Atgl2, hydrofilni protein obsahujici 186 aminokyselin, se muze kovalentné a
ireverzibilné vazat k unikatnimu cilovému proteinu Atg5. Vytvareji spolu konjugat
okamzit& po jejich syntéze, jejich volné formy jsou tedy velice obtizn& pozorovatelné'®. Za
spotieby ATP se Atgl2 nejdiive aktivuje E1 podobnym enzymem Atg7, a to vznikem
thioesterové vazby mezi C-terminalnim glycinem v Atgl2 a cysteinovym zbytkem v Atg7.
C-termindlni glycin v Atgl2 je pak pfenesen na cystein v Atgl0 (E2 podobny protein),

24

vytvafi se nova thioesterova vazba a Atg7 je uvolnén. Nakonec C-terminalni glycin Atgl2
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vytvati isopeptidovou vazbu s g-aminoskupinou lysinu Atg5, piicemz se Atgl0 uvolni. Zda
se, ze tento proces je konstitutivni, protoze vytvareni konjugatu Atgl2-Atg5 neni zavislé
na hladovéni nebo dalich podminkach spoust&jicich autofagii’. Poté se na konjugat
Atgl2-Atg5 véaze Atgl6L (u kvasinek Atgl6; predchazejici konjugaéni kroky jsou u
kvasinek a savcu shodné) prostfednictvim homooligomerizace, za kterou je zodpoveédna C-
terminalni coiled-coil oblast na Atg16L16. Tim se vytvaii makromolekularni komplex
Atgl2-Atg5+Atgl6L o velikosti 800 kDa (u kvasinek 350 kDa). Je potfeba poznamenat, Ze
Atgl6L se vaZe jenom na Atg5 a ne na Atgl2'!". Tento komplex je nezbytny pro formaci
autofagosomi, je asociovan s vnéjsi stranou vznikajiciho autofagosomu a disociuje od
membrany jesté predtim, nez je autofagosom zcela dokoncen, tedy neni piitomen ve

zralém autofagosomu.

3.2.2. Atg8 konjugacni systém

Atg7 je jedinecny El1 enzym, ktery podobné jak tomu bylo u Atgl2-AtgS
konjugacéniho systému, ATP-dependentnim zptisobem aktivuje ubiquitinu podobny protein
Atg8 (u kvasinek) a ptidéli mu jeho vlastni E2 enzym, Atg3. Jesté predtim vSak musi byt
Atg8 proteolyticky rozStépen pomoci cysteinové proteasy, Atg4. Tim je odhalen jeho C-
terminalni glycin. V kone¢ném kroku Atg8 jiz nevytvari konjugét s dal§imi proteiny, nebot’
interakci s membranovym fosfolipidem PE dochazi k jeho konformacni zm&ng'®. Navic
Atg8-PE je dekonjugovan Atg4, ktery Stépi vazbu lipid-protein a poskytuje tak novy zdroj
cytoplasmatického Atg8. Cyklus konjugace a dekonjugace je diilezity pro normalni rozvoj
autofagie'”.

U savct je tento proces velice podobny. Misto Atg8 vSak vystupuje jeho savci
homolog MAP-LC3, tedy lehky fetézec 3 proteinu asociovaného s mikrotubuly (déale jen
LC3). Atg8 ma kromé LC3 jesté nejméné dva dalsi sav¢ci homology: GABARAP a GATE-
16", LC3 existuje ve dvou formach: LC3-I (18 kDa) a LC3-II (16 kDa)*. 22 aminokyselin
na C-termindlnim konci LC3 je okamzité $tépenych savéim homologem kvasinkové
cysteinové proteasy Atg4, autophaginem a vytvari aktivni cytosolickou formu LC3-I, ktera

o v . . v 7 1
miZe vstoupit do konjugaéniho procesu'’

, az nakonec byt kovalentné pfipojena k PE a
ménit se tak na LC3-II*'. LC3-I je lokalizovén v cytoplasmg, zatimco LC3-II je pevné se

vazajici membranovy protein a je pfipojen k PAS a autofagosomim. Relativni mnoZzstvi
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membranoveé navazanych LC3-II odrazi pomér autofagosomi, cozZ mize byt monitorovano

prostfednictvim imunologickych testd (viz. kapitola 8.)*.

3.3. Fulze autofagosomu s lysosomem

U kvasinek fuze autofagosomu s vakuolou vyzaduje nckolik faktord, které jsou
zahrnuty také v dalSich typech vesikularniho transportu. Studium molekularni genetiky
ukdzalo, Ze  mechanismus flze  autofagosomu s vakuolou je  podobny
mechanismu homotypické vakuolarni fuze'®. Tento mechanismus zahrnuje: SNARE
proteiny Vam3, Vam7, Vtil a Ykt6; NSF, SNAP a GDI homology Secl17, Sec18 a Sec19;
Rab protein Ypt7; &leny t¥idy C komplexu Vps/HOPS; a jesté Cczl a Mon1?. Kdyz proces
fuze zaCina jesté pred dokoncenim dvojit¢é membrany autofagosomu, jeho obsah muze
zustat v cytosolu. Je tedy potiebné piesné regulovat nacasovani flize autofagosomu
s lysosomem/vakuolou. Atg8-PE, umistnén na vnéjSim povrchu autofagosomu, je
odstranén jesté¢ pred fuzi jako vysledek druhého Stépeni Atgd. Odstranéni Atg8-PE
z autofagosomu mulZe zabranit pred¢asné fuzi s lysosomem. Atgl2-AtgS+Atgl6 mizZze mit
tu samou funkci'®.
samotnou fuzi potfebnd série maturacnich kroka autofagosomu. Podobné jako u kvasinek,
jsou pro spravné zrani, resp. maturaci autofagosomii potiebné aktivni monomerni GTPasy
(Rab22, Rab24) a sav&i homology proteiniit SNARE a NSF>. Je§té pted samotnou fuzi
s lysosomem, flzuje autofagosom s endosomem, ¢imz vznika amfisom. Do spravné
maturace autofagosomu je zapojena taky GTPasa Rab7, ktera je asociovana s autofagickou
vakuolou. Overexprese dominantné negativniho mutantu Rab7 brzdi fizi autofagosomu
s pozdnim endosomem/lysosomem, coz vede k nahromadéni autofagosoml a nésledné
poklesu degradace dlouho Zijicich proteini®*. Kromé& t&chto riiznych proteini se maturace

autofagosomil nebo fuze autofagosomu s lysosomem ucastni i prvky cytoskeletu'®.

3.4. Degradace autofagickych objekta

Hlavnim cilem autofagie ukvasinek i1 savci je degradace cytoplasmatického
materidlu a naslednd recyklace vzniklych monomernich jednotek pro jejich pouZiti

pii syntéze zakladnich makromolekul pfi nedostatku Zivin'*. Po fzi s lysosomem nebo

15



vakuolou je cytoplasmaticky material, ktery byl autofagosomem oddélen od okoli,
vypustén do lumen lysosomu a postupné rozstépen hydrolasami. Degradace autofagickych
objektl vyzaduje nizké pH25, proteinasu B (Prbl) a Atng/Cvt1726. Atgl5/Cvtl7 je lipasa a
Prbl je hydrolasa, obé se podili na aktivaci mnohych dalSich vakuolarnich proenzymt.
Dalsi proteiny, Atg9 a Atgl8 jsou taktéz zapletené v tomto poslednim kroku, konkrétné
behem recyklace PAS. Atg9 je integralni membranovy protein a Atgl8 (savéi WIPI-1) je

periferni membranovy protein, ktery se vaze s PI3P°.

4. Regulace autofagie

wvewr

»~-mammalian target of rapamycin®) a proteinu Beclinl (obr. 3).

SIGNALTZACE

AMP/ATP
Ristové faktory ‘ Cal+

Aminokyseliny

< Ji

Autofagie

Obr. 3: Signalizacni drahy kontrolujici proces autofagie: Autofagii kontroluji 2 hlavni regulacni proteiny,
mTOR a Beclinl. Oba proteiny piijimaji stimuly jak zintra- tak z extracelularniho prostfedi. Aktivace
mTOR zavisi na ristovych faktorech, energii (AMP/ATP), hladin€¢ vapniku a také na hladiné¢ aminokyselin
prostiednictvim signalizace hVps34. Aktivace mTOR pak piisobi inhibi¢n€ na autofagii, a to prostfednictvim
proteinkinasy Atgl nebo proteinu S6K. Komplex Beclinl/hVps34/UVRAG podporuje autofagii tim, ze
umoznuje piijimani Atg proteind, potfebnych pro tvorbu autofagosomil, do PAS. Tento komplex muze byt

inhibovan proteinem Bcl-2, ktery se navaze na BH3 doménu Beclinl'’,
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4.1. mTOR

mTOR je serin/threoninova kinasa, ktera reguluje bunécny rust, progresi bunééného
cyklu, nutri¢ni podminky, proteosyntézu a autofagii’*. Patii do rodiny kinas, ptibuznych
fosfatidylinositolkinase, PIKK (z angl. ,phosphatidylinositol kinase-related kinase
family“)zg. Béhem hladovéni je aktivita mTOR inhibovana, coz je rozhodujicim krokem
vedoucim k indukci autofagie”. Aktivita mTOR je vsav&ich buitkich regulovana
predev§im hladinou aminokyselin a glukosy™’.

Kvasinky obsahuji dva TOR proteiny, TORI a TOR2*’!. Sav¢i mTOR vaze
nékolik proteint a vytvaii tak dva rozdilné proteinové komplexy, mTORC1 a mTORC?2.
mTORC1 obsahuje raptor, GBL/mLSTS, PRAS40 a DEPTOR, zatim co mTORC2
obsahuje soucést nereagujici na rapamycin - rictor, GBL/mLST8, Sinl, PRR5/protor a

DEPTOR™ (Obr. 4).

riastové faktory "
insulin stres L
Ziviny - \ / :}:iﬂm éni }
o e §inl
- raptor (PRAS40) ficlor —CPRR&E
rapamycin ~ mTOR ..— ~ mTOR _,.:
DEPTORIGfL OEPTORIGPL
mTORC mTORC2 |
1
faoi Akt
autofagie N
FoxO3
:
autofagie

Obr. 4: Proteinové komplexy mTOR: mTORC! obsahuje raptor, GBL/mLST8, PRAS40 a DEPTOR. Je to
proteinovy komplex dalezity pii indukci autofagie. Dostatecny piisun zivin nebo ristovych faktord tento
komplex aktivuje, naopak komplex muze inhibovat stres, hladovéni nebo rapamycin. mTORC2 obsahuje
rictor, GBL/mLSTS, Sinl, PRR5/protor a DEPTOR. Indukce autofagie zptisobena inhibici mTORC2 je

regulovana piedev§im transkripénim faktorem FOXO3, jehoz funkce je regulovana pomoci Akt™.

Savéi mTORCI je cilem pro rapamycin, obsahuje regulacni protein, tzv. raptor a je
kli¢ovym regulatorem translace a ribosomalni biogenese a je také zodpovédny za indukci

autofagie vreakci na hladovéni. Savéi mTORC2 je pravdépodobné také cilem pro
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rapamycin, 1 kdyZ na néj neni citlivy (obsahuje rictor), je zapojen do regulace fosforylace a

30,32

aktivace komplexu Akt/PKB, coZz je serin/threoninovd proteinkinasa’”“. Protoze Akt

pozitivné reguluje mTORCI, tak je velice pravdépodobné, Ze mMTORC2 negativné reguluje
autofagie zptisobena inhibici mMTORC2 je regulovéana piedevSim transkripénim faktorem
FOXO3 (z angl. ,,Forkhead box 03“)3 % (obr. 4, str. 17).

Aktivita mTORCI je stimulovana malym G-proteinem, Rheb. Rheb je regulovany
komplexem tuberosni sklerosy TSC1/TSC2, ktery na n&j piisobi inhibién&**~*,

mTOR signalizacni drdhu ovliviiuji také insulin a ristové faktory, a to
prostiednictvim signaliza¢ni drahy PI3K tfidy I/Akt, coz vede k inhibici TSC2 a aktivaci
mTORC1**,

Nedostatek glukosy ma také jisty vliv, snizuje pomér ATP/AMP a tim aktivuje
AMP-aktivovanou proteinkinasu, AMPK. Aktivovana AMPK inhibuje mTORCI
prostiednictvim fosforylace a aktivace TSC2%. Aktivace tumor supresorového genu p53 a
signalizace vapnikem mohou také inhibovat mTOR prostiednictvim aktivace AMPK®".
Aktivita mTORC] je regulovana i redoxnim stavem buiiky’® nebo bund&nym stresem™.
Hypoxie reguluje mTORC1 pomoci REDDI, ktery ma vliv na komplex TSC1/TSC2¥ (viz
kapitola 5.3.).

Také nedostatek aminokyselin v buiice reguluje aktivitu mTOR. Aminokyselinova
signalizace je u savci zprostiedkovana rodinou malych GTP-as, RagA’***" nebo kinasovou
aktivitou MAP4K3, coz je proteinkinasa aktivovana mitogeny a patii do rodiny
proteinkinas Ste20***'. Hladina aminokyselin, zejména leucinu aktivuje hVps34 (PI3K
ttidy III), ktera pisobi nezndmym mechanismem jako regulator mTORCI a je asociovana
s dalgim dulezitym regulatorem autofagie, Beclin1****. Tato driha je dosud jedinou
znamou cestou, kterd spojuje oba hlavni regulatory autofagie, mTOR a Beclinl.

Je-li mTOR aktivovan, inhibuje autofagii ptisobenim na komplex Atgl kinasy a
také na protein S6K.

Atgl je evoluéné konzervovana serin/threoninova kinasa, kterd je velice dulezita
v inicidlnich krocich indukce autofagie, zejména v procesu formace PAS™.

Kinasovou aktivitu Atgl zvySuje hladovéni i rapamycin43. Atgl interaguje
s n¢kolika autofagickymi proteiny: Atgl3, Atgl7, Atg29 a Atg31l a to zplsobem

zavisejicim na nutriénim stavu a aktivité TOR®* (obr. 5, str. 19).
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Obr. 5: Regulace Atgl prostirednictvim TOR: KdyZz ma buiika dostatek Zivin, TOR fosforyluje Atgl3, ten
ztraci afinitu k Atgl a autofagie je potlacend. Naopak, béhem hladoveéni je aktivita TOR inhibovana a
fosforylace Atgl3 je potlacend. Nasledné hypofosforylovana forma Atgl3 interaguje s Atgl, Atgl7, Atg29 a

Atg31, ¢imz se zvysi kinasova aktivita Atgl, ktera indukuje proces autofagie®.

Za normalnich okolnosti, kdy je pfisun zZivin dostatecny, TOR fosforyluje Atgl3,
¢imz dochazi k snizeni jeho afinity k Atgl a nasledné k represi autofagie43’44746. Béhem
hladovéni, kdyz je TOR neaktivni, je potlacena fosforylace Atgl3. Na hypofosforylovanou
formu Atgl3 se vaze Atgl, Atgl7 a ostatni dalezité¢ faktory autofagie, tim se zvySuje
kinasova aktivita Atgl, ktera je daleZita pro tvorbu autofagosomi™. Atgl7 tedy bdhem
hladovéni interaguje s Atgl, Atgl3, Atg29 a Atg31, pficemz pro Atgl kinasovou aktivitu a
tvorbu autofagosomii je nepostradatelna pravé interakce mezi Atgl3 a Atgl7*.

Dalsim regula¢nim cilem mTOR je kinasa S6K nebo p70S6K (ribosomdalni p70S6
proteinkinasa, regulator iniciace translace), kterd je také zapojena do regulace autofagie.
V sav¢ich bunkach mize S6K piispivat k bazalni aktivité autofagie a to inhibici insulinové
signalni drahy zavislé na PI3K tiidy I mechanismem zp&tné vazby’. Kromé toho se je§té
zjistilo, Ze Atgl miiZe snizovat u¢inky regulace S6K na autofagii a tim inhibovat bunéény

o w7 V1.7 4
rist v sav&ich buiikach®.

4.2. Beclinl

Beclinl je 60 kDa protein obsahujici 450 aminokyselin. Sestava ze 4 specifickych

domén: BH3 vazebni doména, coiled-coil doména, evoluéné konzervovana doména a
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jaderny exportni signal. Tato posledni doména je zodpoveédna za transport Beclinl z jadra
do cytosolu. Beclinl byl identifikovan v trans-Golgiho aparatu, v ER, v mitochondriich a
perinuklearni membrang'®.

Atg6 je kvasinkovy homolog savciho Beclinl a je identicky s Vps30, tedy
proteinem zapojenym v drdze tfidéni vakuolarnich proteinﬁ49. Atg6/Vps30 tvoii komplex
s Vps34 a s jejim adaptorem Vpsl15. Tento komplex miize regulovat autofagii jenom pokud
se vaze s Atgl4. Pak se podili na formaci autofagosomu tim, Ze umoziuje dalSim Atg
proteintim piemistit se do PAS'%.

U savct se Beclinl svou evolu¢né konzervovanou doménou vaze k hVps34 (PI3K
ttidy III). Interakce Beclinl/hVps34 muize byt naruSena pomoci Bcl-2 (z angl. ,,B-cell
lymphoma 2%), negativniho inhibitoru autofagie. Inhibitor Bcl-2 se pfitom vaze na BH3
doménu Beclinl. Je zajimavé, Ze Bcl-2 a hVps34 interaguji se dvéma odliSnymi doménami
Beclinl. Inhibice je zéavisla jenom na interakci Beclinl/Bcl-2. Béhem hladovéni, kdyz
probiha autofagie naplno, je interakce mezi nimi slaba. Naopak, pii1 dostatku zZivin, kdyz je
autofagie inhibovéna, interakce mezi Beclinl a Bcl-2 je silna™. To naznaGuje, e Bcl-2
muze podle potfeby spustit nebo vypnout autofagii. Posledni vyzkumy ukazuji, Ze je pro
tuto inhibici dulezitd fosforylace Bcl-2 pomoci kinasy JNK1 (c-jun N-terminalni
proteinkinasa 1). Béhem hladovéni JNKI1 fosforyluje Bcl-2, tim inhibuje jeho interakci
s Beclinl a stimuluje se autofagie (obr. 6, str. 21)°.

Hladina aminokyselin, podobné jak tomu bylo v pfipadé mTOR, mé vliv také na
aktivitu hVps34, ktera je vazana s Beclinl. Tento vliv je vSak velice diskutabilni, protoze
bylo zjisténo, ze nedostatek aminokyselin aktivitu hVps34 v nékterych bunkéch inhibuje a
v jinych naopak zvysuje’>.

Dalsi protein nepostradatelny pro regulacni funkci Beclinl je UVRAG (z angl.
»ultraviolet irradiation resistence-associated gene®), ktery je také soucasti komplexu
Beclinl. UVRAG stimuluje autofagii prostfednictvim piimé interakce s coiled-coil
doménou Beclinl. Jeho funkce spociva v zesileni interakce mezi Beclinl a hVps34.
Komplex UVRAG/Beclinl/hVps34 podporuje autofagii, potlacuje proliferaci a
karcinogenesi bunék’’.

Ptesny mechanismus, kterym komplex Beclinl/hVps34 reguluje autofagii je stale
nejasny. Zatim je jasné, ze je tento komplex zapojen v tvorb& autofagosomi a je
nepostradatelny pro pfijimani Atg proteinii do PAS a také pro tvorbu PI3P, coz je produkt
hVps34. Lokalizace PI3P na PAS reguluje pfitomnost Atgl4. Krom¢ toho byl
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identifikovan 1 sav¢ci homolog Atgl8, hWIPI-1a, obsahujici fosfolipidovou doménu, ktera

se vaze s PI3P a ma také svou roli v tvorbé PAS!'.
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Obr. 6: Beclinl a regulace autofagie: Beclinl tvofi komplex s hVps34 (PI3K tfidy III) a s jejim adaptorem
Vpsl5. Tohoto komplexu se €astni také dalsi aktivatory, jako Ambral, Bif-1 a UVRAG nebo Atgl4.
Interakce Beclinl/hVps34 mize byt narusena pomoci Bcl-2, negativniho inhibitoru autofagie. Inhibitor Bcl-2
se vaze na BH3 doménu Beclinl. Inhibice autofagie je zavisla pouze na interakci Beclinl/Bel-2. Pro tuto
inhibici je dilezitd fosforylace Bcl-2 pomoci kinasy JNKI1, ¢imz se inhibuje jeho interakce s Beclinl a
stimuluje se autofagie. Druhym pfipadem je naruSeni interakce Beclinl/Bcl-2 pfitomnosti dal$iho proteinu

obsahujiciho BH3 doménu jeho vazbou na Bel-2*.

5. Hypoxie a regulace autofagie

Béhem hypoxie, nedostatku kysliku, je v bunkdch ohroZena energeticka
homeostasa, a to piredev§im pro neschopnost bunék u¢inn¢ vytvairet ATP prostfednictvim
oxidativni fosforylace. Vznika velky metabolicky stres, protoze hypoxické buiky se
spoléhaji na anaerobni glykolysu nebo na dal$i zpisoby produkce ATP, které vSak vedou
k k nadmérné tvorbé laktatu a laktatové acidose, coz muze vést ke snizeni efektivity
organt nebo az k té¢zkému poSkozeni organt a jejich funkci.

Studie zabyvajici se spojenim mezi signalnimi drahami hypoxie a aktivaci
autofagie ukazaly, Ze existuji tfi hlavni signalni drdhy (viz dale), které ovlivituji proces
autofagie za uelem podpofit preZivani hypoxickych bundk™. V buikich savcd

55,56

vystavenych hypoxii dochdzi k aktivaci autofagie a toxicita zptisobena hypoxii miize
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byt zvySena, jsou-li poruSeny proteiny souvisejici s autofagii, jako naptiklad Beclin-1 nebo
Atg5™7,

Vzhledem ktomu, Ze autofagie ma schopnost vytvaiet ATP a recyklovat
aminokyseliny, je pravdépodobné, ze béhem hypoxie je autofagie zapojena do udrzovani
homeostasy ATP a recyklace organel (napfi.: degradace mitochondrii pohdni anaerobni
metabolismus).

V poslednich letech bylo definovano nékolik signalnich drah (obr. 7), které reguluji
reakce bun¢k na hypoxii. Patfi mezi n€ hlavné transkripéni a transla¢ni reakce iniciované:

1) na kysliku zavislou stabilizaci transkripniho faktoru, HIF-1 (hypoxii indukovany
faktor-1; z angl. ,,hypoxia inducible factor)
2) aktivaci reakce nesbaleného proteinu (UPR; z angl. ,,unfolded protein response*)
3) inhibici mTOR kinasové signalni draihy54
Odchylky v trvani stavu hypoxie a jeji zavaznost aktivuji tyto reakce rozdilné a vedou

k velkym rozdilim fenotypu mezi jinak identickymi bunkami.

HIF1a UPR mTOR

e
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Obr. 7: Signalni drahy béhem hypoxie a jejich vztah k autofagii
HIF-1a: Hypoxie stabilizuje HIF-la, ktery nasledné dimerizuje s ARNT/HIF-1f a vyvolava silnou

transkrip¢ni reakci, véetné indukce BNIP3, ktery miize ovlivnit autofagii.
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UPR: Hypoxie spousti uvolnéni IRE1, PERK a ATF6 z BiP, ¢imz se aktivuje UPR. IRE1 signalizuje
prostfednictvim XBP1 a JNK. Aktivace PERK vede k fosforylaci elF2a a expresi ATF4. Obé drahy IRE1-
JNK a PERK-elF2a se jevi jako velice dilezité pro indukci autofagie béhem rozlicnych typt stresu ER.

mTOR: REDD1 a AMPK béhem hypoxie stimuluji aktivitu komplexu TSC1/TSC2, coz vede k inhibici

mTOR a nasledng k aktivaci autofagie™.

5.1. HIF-1 a regulace autofagie

Transkripéni faktory pattici do rodiny HIF (HIF-1, HIF-2 a HIF-3) patfi mezi
centrdlni regulatory bunéénych reakci za snizen¢ho piijmu kysliku. Tyto transkripéni
faktory se skladaji ze dvou podjednotek; z podjednotky HIFa (napt. HIF-1a), kterd je za
pritomnosti kysliku ve vétSiné ptipadt rychle degradovana a z konstitutivni podjednotky
HIFB (napt. HIF-1B/ARNT), ktera je vaci hladiné kysliku stabilni. Podjednotky HIFa a
HIFB dimerizuji, coz je nezbytny predpoklad pro transkripéni aktivitu HIF >,

Za hlavni regulator transkripce béhem hypoxie je povazovan HIF-1, ktery vyvolava
rozmanité transkripéni reakce zahrnujici vice néz 60 gend . HIF-1 se také podili na
regulaci 19 kDa proteinového komplexu Bcl-2/adenovirus E1B, zndmého pod zkratkou
BNIP3” (obr. 7, str. 22). BNIP3 muze prostfednictvim své BH3 domény interagovat
sEIB a EIB-podobnymi sekvencemi v proteinu Bcl-2 a tak potlacovat jeho anti-
apoptotickou aktivitu. Proto byl BNIP3 zpoc¢atku povazovan za ¢lena pro-apoptotickych
proteini. Nedavno bylo prokazano, ze BNIP3 mitize vyvolavat vedle apoptosy také jiny typ
bunécné smrti, a sice PCD typu II, ktera je charakteristickd tvorbou autofagickych
telisek®.Uloha BNIP3 v indukci autofagie neni jasna, nejpravdépodobnéjsi varianta je
zaloZena na jeho schopnosti interagovat s Bcl-2. Protein Bel-2 kromé schopnosti regulovat
apoptosu, vaze a inhibuje nezbytny autofagicky protein Beclinl (Atg6)'"®’. Asociace
BNIP3 a Bcl-2 mtze uvolnit Beclinl a stimulovat tak autofagii54.

Nedavno byla také zjiSténa tloha proteinkinasy C 6 (PKC9) v rané fazi hypoxické
reakce, kde PKC6 aktivuje autofagii podporou fosforylace Bcl-2, ktera je zprostfedkovana
prostfednictvim JNK1, a naslednou disociaci komplexu Bel-2/Beclinl®'.

O zapojeni BNIP3 do regulace autofagie svéd¢i vysledky studie, ve které srdecni
myocyty vystavené ischemicko-reperfusnimu (I/R) poskozeni rapidné zvysily svou hladinu
exprese BNIP3, vytvarely autofagické vakuoly a podstupovaly bunécnou smrt. Naopak

exprese dominantn¢ negativniho BNIP3 chranila buiiky pfed I/R poskozenim, zlepsila
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srdec¢ni funkci a také chranila integritu mitochondrii®. Tyto tdaje naznacuji, ze BNIP3
podporuje autofagii a naslednou bunécnou smrt. Zda se, ze autofagie hraje dalezitou ulohu
v bunikach, které ztratily schopnost apoptosy a podporuje prezivani téchto bunék béhem
metabolického stresu véetn& hypoxie™.

Nedavno bylo také prokdzano, ze HIF-la indukovand exprese BNIP3 mize

spoustét specifiétéjsi typ autofagie, mitochondrialni autofagii/mitofagii’®®

. Tyto studie
uvadéji, ze stabilizace HIF-lo a naslednd exprese BNIP3 jsou nezbytné bchem
prodlouzené hypoxie pro snizeni mnozstvi mitochondrii. Tento proces vyzaduje také
pritomnost Beclinl a Atg5. Naopak, nedostatek HIF-la brani redukci mnozstvi
mitochondrii a také respirace, coz nasledné¢ vede k nadmérné tvorbé reaktivnich forem

kysliku (ROS) a k smrti bundk>*.

5.2. UPR a regulace autofagie

Za poslednich 5 let se objevuji dikazy, Zze buiiky maji schopnost adaptace na
hypoxii prostfednictvim rychlé a nepfetrzité inhibice translace mRNA®*. Proteosyntéza je
hlavnim spotiebitelem bunécné energie. Béhem hypoxie mize porucha inhibice translace
mRNA zvySovat bunécnou smrt™*. Ackoli je proces translace béhem hypoxie inhibovan, ne
viechny mRNA jsou postizené stejnym zptsobem®. Tyto zmény v genové translaci
pravdépodobnd piispivaji k rezistenci bunék na hypoxii™*.

Zmeny v translaci béhem hypoxie mohou byt zprosttedkovany nejméné dvéma
odliSnymi signalnimi drahami. Jedna je fizena prostfednictvim UPR a druha
prostiednictvim kinasy mTOR™.

Mnohé studie dokazuji, ze hypoxie mize aktivovat UPR, evolu¢né konzervovany
program, ktery reaguje na stres ER. ER ma dilezitou roli pfi syntéze a sklddani proteint, 1
pfi udrzovani Ca’'-homeostasy. Naruseni prostiedi ER zplsobuje stres ER a vede
k akumulaci nesbalenych nebo nespravné poskladanych proteinli, coz muze aktivovat
UPR, vcetné¢ inhibice translace proteind, upregulace chaperonti, degradace proteini a
indukce apoptosy. UPR je ochranny a kompenza¢ni mechanismus, ktery méa za tkol
aktivovat mnohé funkce, aby se zabranilo po§kozeni bunék'®. UPR je charakterizovana
aktivaci 3 transmembranovych snimact stresu ER: PERK, IRE1 a ATF6. Aktivace téchto
transmembranovych proteini ER brani interakci jejich lumindlni domény ER s

chaperonovym proteinem BiP (z angl. ,binding immunoglobulin protein®)*®. BiP tedy
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slouzi za normalnich podminek jako negativni regulator téchto proteini. Nahromadéni
nesbalenych a Spatné poskladanych proteinti v ER vede k vazbé BiP na nesbalené proteiny,
vysledkem ¢ehoz je jeho disociace z PERK, IRE1 a ATF6 a aktivace UPR (obr. 7, str.
22)**. Kazda z t&chto tfi v&tvi UPR vyvolava riiznou bun&nou odpovéd od celkové
inhibice proteosyntézy po aktivaci specifickych ,,downstream* efektora®’.

Ackoli dosud nebyla uskute¢néna pifima demonstrace, ze UPR aktivovana hypoxii
vede k indukci autofagie, pfibyvaji zdznamy o zapojeni UPR v jeji regulaci. Latky
zpusobujici UPR, jako naptiklad tunicamycin, thapsigargin nebo A23187 aktivuji autofagii
u kvasinek a v buiikach saved™. Navic inhibice proteasomalni degradace nesbalenych
proteini a jejich nasledné hromadéni spousti autofagii68, coZ nasvédcuje na vyznamné

postaveni UPR v indukci autofagie.

1) PERK

PERK (z angl. ,,Protein kinase R-like ER kinase*) je transmembranova kinasa ER,

......

.....

inaktivaci signalizace PERK a k zhorSeni ptezivani bundk”. Zda se, Ze komplex
PERK/elF2a je pottebny pro pfeménu a lipidaci LC3B (viz kapitola 8.) Atg5-
dependentnim zpasobem’'. Kromé toho PERK podporuje expresi Atg5 a tvorbu
autofagickych vesikul Atg5-dependentnim Zpﬁsobem54. Aktivace PERK, zvySena
fosforylace elF2a a zvySeni markeri autofagie (LC3-II, Beclin-1 and AtgS) bylo
pozorovano vV srdcich potkana po podani aktivatori stresu ER (tunicamycin and
thapsigargin)’®. Tyto udaje naznaduji, Ze fosforylace eIF2a a inhibice translace mRNA

mohou mit klicovou roli pfi aktivaci autofagie v reakci na stres ER.

2) IRE1

IRE1 (z angl. ,, inositol requiring protein kinase 1) je transmembranova
serin/threoninova kinasa ER, kterd ma také endonukleasovou aktivitu. Jeji aktivace béhem
UPR vede k odstraniovani nezadoucich intrond z mRNA transkripéniho faktoru XBP1 (z
angl.,,X-box binding proteinl*). XBP1 spolupracuje s ATF6 a ATF4 pfti regulaci exprese
gentt dalezitych pii reakci na bunétny stres. IRE1 a XBP1 jsou zapojeny v procesu

adaptace na stres zptisobeny hypoxii a po aktivovani UPR chrani pfed bun&&nou smrti>,
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Studie vyuzivajici tunicamycin a thapsigargin jako aktivatory UPR ukazaly, Ze jde
o aktivaci autofagie Atg5-dependentnim zpiisobem za ucasti IRE1. Tato studie taktéz
ukdzala, ze kinasova aktivita IRE1 a jeji schopnost signalizovat prostfednictvim JNK (z
angl. ,.c-Jun N-terminal protein kinase*) byla zapojena vyluéné& do indukce autofagie””.

U kvasinek, které neobsahuji PERK nebo ATF6, ma pii regulaci autofagie velmi
dalezitou roli pravé IREIl. Zjistilo se totiz, ze kdyz jsou bunky kvasinek vystaveny
podminkdm UPR striktné zavislych jenom na IRE1 signalizaci, nastdva rozsifeni nebo
rozpinani ER a nasledné se tvofi autofagosomy, které selektivné od¢lenuji a degraduji tyto

. 4
expandované organely’*.

3) ATFe6

ATF6 (z angl. ,activating transcription factor 6°) je ER transmembranovy
transkripéni faktor regulujici stres ER. Béhem podminek vedoucich ke stresu ER je
premistén do Golgiho aparatu, modifikovan proteolytickym S$tépenim a nasledné
translokovan do jadra®’, kde funguje jako transkripéni faktor. ATF6 ma dilezitou roli
v UPR, reguluje expresi velkého mnozstvi chaperonii nachazejicich se v ER a skladdanim
enzyml pomahd pii udrzovani homeostasy v ER. Krom¢ toho je zapojen do regulace
degradace §patn& poskladanych proteini v ER nebo na jejich nasmérovani pro degradaci’ 4

Biologicky vyznam ATF6 v reakcich na hypoxii nebo pfi regulaci autofagie vSak
dosud nebyl dostate¢né prozkouman. Je vSak jasné, ze ATF6 miize pfi regulaci autofagie
spolupracovat s IRE1 nebo PERK™.

Jak jiz bylo nacrtnuto, UPR je dulezity mediator odolnosti bun¢k na hypoxii a také
regulator autofagie. Zaroven je pravdépodobné, ze proces autofagie muze chrénit
hypoxické buniky ptfed stresem ER. Tato ochrana muize byt prostfednictvim degradace
toxickych proteinovych agregatii, které se hromadi béhem ER stresu, nebo také nepiimo
prostiednictvim udrZzovéani urcitého energetického stavu, coz vSak ziistavad zajimavou

oblasti pro dalsi vyzkum.

5.3. mTOR, autofagie a hypoxie

Hypoxie reguluje proteosyntézu také inhibici tvorby druhého transla¢niho

inicianiho komplexu, eukaryotického iniciaéniho faktoru 4F (elF4F). Translace

eukaryotické mRNA obvykle zadina piipojenim komplexu eIF4F na &epicku mRNA”.
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Limitujicim faktorem komplexu elF4F je pritomnost eIF4E, jehoz dostupnost je
kontrolovéana jeho disociaci z proteinu vazajiciho elF4E (4E-BP). Béhem normoxickych
podminek je 4E-BP hyperfosforylovdn a nevdze elF4E. AvSak béhem hypoxie nebo
hladovéni je 4E-BP hypofosforylovany, coz zvySuje jeho afinitu k elF4E a inhibuje tak
translaci’.

K hypofosforylaci 4E-BP bé¢hem hypoxie dochazi predevsim kvili inhibici mTOR
kinasy™*. Aktivita mTOR je stimulovéna nutri¢nimi a ristovymi signalizaénimi faktory
prostiednictvim dréhy PI3K. Za podminek pfiznivého ristu, mTOR potlacuje autofagii a
tedy stimuluje bunécny rist. (viz. kapitola 4.1.).

Hlavni funkci mTOR je stimulace proteosyntézy a bunééného ristu prosttednictvim
fosforylace proteinkinasy S6K (p70S6K), dale 4E-BP a nakonec prostfednictvim
fosforylace kinasy eukaryotického elonga¢niho faktoru (eEF2K)**.

Mechanismus vedouci k inhibici mTOR béhem hypoxie zahrnuje proteiny
komplexu tuberosni sklerosy, TSC1 a TSC2. Bunky, kterym néktery z téchto proteint
chybi, nejsou schopné bdhem hypoxie sniZovat aktivitu mTOR’’. TSC2 je GAP (z angl.
,»GTPase-Activating Protein®) GTPasy Rheb, kterd je ,,upstream regulatorem mTOR.
Komplex TSC1/TSC2 preménuje GTPasu Rheb na jeji inaktivni GDP-vazajici formu, coz
vede k snizeni aktivity mTOR. Overexprese Rheb naopak zabraiiuje inhibici aktivity
mTOR vyvolané hypoxii54.

K aktivaci komplexu TSCI1/TSC2 a inhibici mTOR béhem hypoxie dochazi
prostiednictvim nejméné dvou nezavislych mechanismii (obr. 7, str. 22). Prvni z nich je
draha pres HIF-dependentni cil REEDI (z angl. ,regulated in development and DNA
damage response 1°), ktery stimuluje aktivitu TSC1/TSC2 uvolnénim TSC2%. Druhy
mechanismus vyzaduje pfitomnost systému kontrolujiciho energeticky stav buiiky.
V tomto mechanismu se uplatiiuje AMPK, kterd je schopna za podminek nizkého obsahu
ATP snizovat proteosyntézu. ZvySeni poméru AMP/ATP vede k aktivaci AMPK
prostfednictvim mechanismu zahrnujiciho alosterickou modifikaci a fosforylaci. AMPK je
takto aktivovana postupné béhem metabolického stresu (napf. nedostatek glukosy nebo
aminokyselin) nebo hypoxie, nasledn¢ dochazi k fosforylaci a aktivaci TSC2, cozZ ma za
nasledek pokles aktivity mTOR™.

Zajimavosti je, ze HIF-cil BNIP3 interaguje s Rheb a snizuje jeho hladinu GTP.
Bylo ukézano, e BNIP3 ma b&hem hypoxie dillezitou roli pii inhibici aktivity mTOR.
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Tyto vysledky a skute¢nost, Ze REDDI1 je také HIF-indukovatelny gen, naznacuji spojeni

mezi HIF, signalizaci mTOR a regulaci autofagie.

6. Autofagie a ischemie/reperfuse

6.1. Ischemie a reperfuse

Ischemicka choroba srdecni je jedno z nejCastéji se vyskytujicich onemocnéni
v rozvinutych zemich svéta. Je nejCastéjsi piicinou zdvazné morbidity 1 mortality dospélé
populace. Ischemickd choroba srde¢ni je definovana jako ischemie myokardu, a to bud’
klidova, nebo pii zvySeni narokli na dodavku kysliku, napf. pfi ndmaze, vznikajici na
podklad¢ patologickych zmén koronarniho fecist€. V naprosté vétSin€ piipadd je
zpisobena aterosklerosou vénéitych tepen’ .

Pti formulovani exaktni definice ischemie lze vychéazet ze dvou charakteristickych
rystl ischemie — sniZeni nebo Uplné zamezeni dodavky kysliku tkdnim (hypoxie aZ anoxie)
a vetsi ¢i menSi akumulace odpadovych metabolitl v zavislosti na rozsahu uzavieni
zésobujicich cév®. Ischemie myokardu je tedy zptisobena nedostate¢nym ptivodem krve,
coz vede k porusSe rovnovahy mezi dodavkou kysliku a jeho potiebou v myokardu.

Pod pojmem reperfuse rozumime obnoveni adekvatniho zdsobovani ischemického
myokardu kyslikem spolu s transportem odpadovych produktii nahromadénych v této tkani
béhem ischemie a ptedstavuje prakticky jedinou moznost udrzeni zivotaschopnosti
kardiomyocytl. Reperfuse ischemického myokardu vSak neni jednoduchym procesem,
ktery bezproblémové obnovuje metabolické a funkéni procesy v srdci, ale dochazi —
v zavislosti na né€kolika rozhodujicich faktorech — kjejimu vice ¢i méné vyraznému
poskozeni, projevujicimu se charakteristickou kontraktilni dysfunkeci srdce. Soubor zmén,
které nastavaji v takto postizeném organu, se oznacuje jako I/R poskozeni. VSechny tyto
procesy charakterizuje reversibilni nebo ireversibilni poSkozeni bun€k myokardu, které

¥ , . ;. ..81
nastalo b&hem reperfuse organu po predchozi ischemii® .
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6.2. Aktivace autofagie v srdci béhem ischemie a reperfuse

Funk¢ni uloha autofagie v srdci béhem I/R je znacné slozitd. Indukce autofagie
v srdci byla poprvé popsana v 70. letech minulého stoleti Sybersem a jeho tymem®, ktefi
pozorovali, ze v srdcich jeSté nenarozenych mysi se nachdzeji autofagosomy obsahujici
poskozené organely. Na jejich studie navéazal Decker se svym tymem, kteii délali pokusy
na srdcich kralika a zjistili, Ze hypoxické podminky trvajici 40 minut vedou ke zvySeni
poctu autofagickych vesikul a reperfuse nasledujici po 20 nebo 40 minutové hypoxii
vyvolavéa obrovské zesileni autofagie™.

Dalsi studie vénované autofagii v srdci se naplno rozbéhly az o mnoho let pozdéji,
kdy byl objasnén molekularni mechanismus autofagie. Mnohé pozdé&jsi vyzkumy
poukazovaly na to, Ze se autofagie vyskytuje béhem chronické ischemie myokardu
v prasecich a lidskych srdcich. Béhem akutni I/R byla autofagie pozorovana v potkanich a
mysich srdcich®. Ze viech téchto studii, vykonanych in vivo a také in vitro vyplyva, ze
ischemie vyvolava autofagii, ktera je nasledné jesté zesilena beéhem reperfuse. Na rozdil od
tohoto zavéru, Gustaffson a Gotlieb na modelu HL-1 myocytl zjistili, ze autofagie byla

b&hem ischemie inhibovéna, ale béhem reperfuse se opét aktivovala®.

6.3. Spoustéce autofagie béhem ischemie a reperfuse

vvvvvv

BNIP3, véapniku, reaktivnich forem kysliku a dusiku, dale pak mitochondridlni permeabilni

tranzitni pory, stres ER a UPR.
6.3.1. Hladina ATP a AMPK

Je zndmo, Ze k upregulaci autofagie dochazi vreakci na pokles nebo celkové
vyerpani bundéného obsahu ATP*. Za normélnich podminek se ATP tvoii
prostiednictvim oxidativni fosforylace v mitochondriich myocyti®. B&hem ischemie
myokardu vSak dochazi k zastaveni oxidativni fosforylace, coZ zplisobuje pokles hladiny

ATP v bunice, nasledn¢ vzrist poméru AMP/ATP a aktivaci AMPK. Aktivovana AMPK
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zvysuje absorpci a oxidativni metabolismus mastnych kyselin, taktéz zvySuje transport
glukosy a glykolysu13 88

Matsui a spol. zkoumali isolované srde¢ni myocyty a zjistili, Ze nedostatek glukosy
vyvolava autofagii, kterou je mozné inhibovat pfitomnosti dominantné negativni AMPK.
Dale také zjistili, ze autofagie vyvolana ischemii myokardu je snizena u mysi s overexpresi
dominantn& negativni AMPK, coZ nasledn& vedlo k vét§imu infarktu myokardu®. Tyto
vysledky naznacuji, ze AMPK ma dulezitou roli vsrdecnich myocytech pfi
zprostifedkovani autofagie vyvolané ischemii.

V soucasnosti vSak neni znam signalni mechanismus, kterym AMPK aktivuje
autofagii v srdci. Je znamo, Ze aktivace AMPK zptisobuje fosforylaci komplexu TSC2, coz
vede k inhibici savéiho mTOR, hlavniho negativniho regulatoru autofagie®. V srde¢nich
myocytech vystavenych anoxii a také v ischemickych srdcich isolovanych podle
Langendorffa vedla aktivace AMPK, prostfednictvim fosforylace eEF2 k inhibici
proteosyntézy, ale neinhibovala mTOR®. Matsui a spol. nepozorovaly navzdory vyrazné
aktivaci AMPK b&hem ischemie 74dny vyrazn&jsi pokles fosforylace kinasy p70S6°°, coz
naznacuje, ze aktivita mTOR nemiiZze pisobit in vivo béhem ischemie. Zd4 se tedy, Ze
autofagie vyvolanad béhem ischemie, mize byt zprostifedkovana prostfednictvim drahy
AMPK-eEF2 kinasy spise n¢z prostfednictvim inhibice mTOR.

Dalsi moznosti je, ze AMPK stimuluje autofagii stabilizaci p27kip ! coZ je inhibitor
komplexu cyklin-cyklin dependentni kinasa, ktery prostfednictvim fosforylace brani
vzniku apoptosy, ale stimuluje autofagii v stresovych podminkéch, jakymi miize byt

naptiklad nedostatek glukosy84. Molekularni mechanismus, kterym p27ki‘°1

podporuje
autofagii, dodnes neni znam.

Nedavné studie zjistili, ze HIF-1 reguluje autofagii a prezivani bunék. Protoze HIF-
1 je v srdci b&hem ischemie upregulovan®’, pti¢emz je aktivovan prostiednictvim AMPK,

je pravdépodobna také tato moznost zprostiedkovani aktivace autofagie béhem ischemie.
6.3.2. BNIP3

Diilezitou tlohu béhem I/R poskozeni hraje BNIP3%, je to BH3-only protein, ktery
je upregulovan za hypoxickych podminek’. Mnohé studie ukazuji, ze BNIP3 zpisobuje

upregulaci autofagie v rtiznych typech bunék, véetné¢ myocytd. Gusstaffson a Lee zjistili,

7e overexprese BNIP3 v HL-1 myocytech® a také v srde¢nich myocytech u dospélych
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zpusobuje vyraznou indukci autofagie (Y Lee, AB Gustaffson, nepublikované
pozorovanie, 2008)13. Déle zjistili, ze overexprese dominantné negativniho proteinu BNIP3
v HL-1 myocytech sniZuje proces autofagie vyvolany prostfednictvim simulované I/R%,
coz naznacuje, ze BNIP3 pfispiva k aktivaci autofagie béhem I/R.

Upregulace autofagie béhem hypoxie vyzaduje HIF-1 indukovanou expresi
BNIP3°®. Bylo také zjisténo, Ze exprese malé BNIP3 interferujici RNA nebo dominantng
negativni formy BNIP3 sniZuje autofagii vyvolanou hypoxii’’. Naproti tomu studie
pracujici s rakovinovymi bunéénymi liniemi ukazaly, ze hypoxii vyvolana aktivace
autofagie nebyla zavisld na nedostatku zivin nebo expresi BNIP3, ale zahrnovala aktivaci
AMPK™.

Je ziejmé, ze jsou potitebné dal§i vyzkumy pro definovani tlohy BNIP3 béhem
autofagie zprostfedkované hypoxii. Rozumnym vysvétlenim vSak zlstavd, ze BNIP3
existuje jako integralni mitochondrialni membranovy protein a tedy muze zplisobovat
poskozeni mitochondrii s naslednou sekundarni aktivaci autofagie pro odstranéni téchto

poskozenych organel’. BNIP3 tedy p¥imo souvisi s aktivaci mitofagie.
6.3.3. Vapnik

Béhem ischemie sodno-vépennd pumpa v plasmatické membrané plisobi opacéné,
coz zpusobuje zaplaveni bunc¢k vapenatymi ionty. Nasledkem ischemie je tedy vySsi
hladina intracelularniho Ca®". Bylo zjiSténo, ze vzrist cytosolického véapniku je takeé
potencidlnim spoustécem autofagie. Ca2+-mobilizujici ¢inidla, napiiklad vitamin D,
ionomycin a ATP inhibuji hlavni regulator autofagie mTOR, coz ma za nasledek
hromadéni autofagosomti mechanismem zavislym na Beclinl a Atg7’’. Proto je velmi
pravdépodobné, Ze zvyieni intracelularniho Ca** je jednim z mnoha faktord, které mohou

vyvolavat autofagii béhem ischemie.
6.3.4. Reaktivni formy kysliku a dusiku

Mezi reaktivni formy kysliku, ROS (z angl. ,,reactive oxygen species‘) patii jednak
volné kyslikové radikaly, které maji jeden nebo vice neparovych elektrontl, jako je OHe,

O,¢" nebo neradikdlové derivaty kysliku, jako je peroxid vodiku (H,O,) nebo kyselina
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chlorna (HCIO). Jde o velmi toxické molekuly, které poskozuji membrany bunék a dalsi
bunécné komponenty.

Béhem ischemie myokardu jsou ROS pfitomny jen v malém mnozstvi, které se
vSak zvysi pfi obnoveni krevniho toku koronarni arterii (reperfusni paradox). Tomuto
efektu mize byt zabranéno nebo muze byt zmirnén piritomnosti antioxidanti. Béhem I/R
jsou v myokardu produkované reaktivni formy kysliku, které mohou v myocytech
aktivovat autofagii’’. Naptiklad u novorozenych potkani bylo zjiiténo, Ze podani
lipopolysacharidii zvysuje ROS a zptisobuje autofagii v kardiomyocytech’.

Je znamo, Ze hlavnim zdrojem ROS jsou mitochondrie. Nedavno bylo zjisténo, ze
mitochondrie mohou prostiednictvim ROS kromé apoptosy vyvolavat také autofagii13 .
Ptitomnost ,,ROS-scavengeru” po podani inhibitord komplexii I a II mitochondridlniho
elektronového transportniho feté¢zce (mETC), které zplsobi velkou produkci ROS
v bunkach, vede k sniZzeni autofagie, coz naznacuje, Ze ROS generovany z mETC mohou
aktivovat autofagii’”.

H,0, reguluje autofagii oxidaci esencidlniho zbytku cysteinu Atg4, ¢imz jej
inaktivuje. To nésledné¢ vede k akumulaci komplexu LC3-PE na membrané fagoforu a
tvorbé autofagosomﬁ%.

Oxid dusny (NO) ma dileZitou roli p¥i ochrané srdce pied I/R poskozenim™®. Jeho
nadmérné mnozstvi ovSem pfispiva k selhani srdce. Existuje dikaz, ze NO mize v
bunkach aktivovat autofagii. Poddni NO donoru S-nitrosocysteinu zplsobuje vznik
autofagie, pficemz bylo pomoci elektronové mikroskopie zjiSténo, ze autofagosomy
zaplavuji poskozené mitochondrie’’. Naproti tomu bylo ukazéno, Ze v myocytech
novorozencl, kterym byl podan NO donor SIN-1, se genova exprese autofagickych genti
Beclinl, Atg5 a Atgl2 neménila’®, coZ naznaGuje, Ze NO by nemél zpisobovat upregulaci
autofagie v srdenich myocytech. Tato studie ovSem m¢éfila jenom genovou expresi a

neposuzovala, ¢i NO vyvolavéa tvorbu autofagosomu.
6.3.5. Mitochondrialni permeabilni tranzitni pory

Otevirani mitochondridlnich permeabilnich tranzitnich pord (mPTP) mtze také
vyvolavat autofagii v sav&ich buitkiach”. Overexprese Ca*-aktivované cysteinové proteasy

Calpainul0 zpisobuje rozpinani mitochondrii, zvySuje autofagii a mize byt blokovana

inhibitorem mPTP, cyklosporinem A'®. Bylo také zjisténo, e inhibice mPTP
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cyklosporinem A ma za nasledek snizovani upregulace autofagie po I/R v HL-1 myocytech
(Hamacher-Brady A, Gottlieb RA, nepublikované pozorovani, 2006)13 . Reperfuse spousti
otvirani pory mPTP'"', coz miize byt ,upstream* signalem pro indukci autofagie bdhem

/RY.
6.3.6. Stres ER a UPR

ER hraje dillezitou roli pii syntéze a skladani proteinti, i pfi udrzovani Ca®'-
homeostasy. Jak bylo uvedeno v kapitole 5.2, naruSeni prosttedi ER zptlisobuje stres ER a
muze vést kaktivaci UPR, vcetné¢ inhibice translace proteini. Rapidni sniZeni
proteosyntézy zvySuje expresi chaperoni ER a podporuje odstrafiovani Spatné
poskladanych proteini'*.

Bylo zjisténo, ze UPR je aktivovana naptiklad v srdcich mysi vystavenych I/R, v
prezivsich kardiomyocytech myS$i z hrani¢ni oblasti infarktového loziska i v myocytech
srde¢nich komor novorozenych potkanti a dospé€lych mysi vystavenych ischemii nebo
I/R'®,

Takeé stres ER je spojovan s indukci autofagielO4. Hromadéni nesbalenych proteinti
vyvolava autofagii prostfednictvim aktivace snimacii stresu ER, jakymi jsou v savcich

buitkich napiiklad PERK nebo IRE1’"”. Aviak jestli je timto zptsobem vyvolana
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autofagie v srdci vystaveném I/R protektivni nebo Skodlivé zlistava neobjasnéné™.

7. Autofagie a kardioprotekce

V soucasnosti rostou dikazy, ze autofagie je zapojena do prevence riznych
onemocnéni, k nimZ se samoziejmé tadi také srdec¢ni choroby. V srdci funguje autofagie
prevazné jako ,pro-survival® draha, a to pfedevSim behem bunétného stresu tim, Ze
odstrafiuje proteinové agregaty a poskozené organely, dale také miize byt pro buiky
prospésnd piredevSim proto, Ze recykluje proteiny atak vytvafi volné aminokyseliny
a mastné kyseliny, které jsou zapotiebi pro udrzovani energetické produkce. Takto chrani
srdce pted vlivem nadmérného hladovéni, ischemii a hypoxii nebo také pied nadmérnou -
adrenergni stimulaci. Pokud je autofagie spusSténa nadmiru, coz se d¢je napiiklad béhem

reperfuse, mize vést az k bunéné smrti, pravdépodobné prostfednictvim nadmérného
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odstrafiovani nejen poskozenych organel, ale také dulezitych slozek cytosolulOS. Zvysena
autofagicka aktivita byla v kardiomyocytech pozorovana pii pisobeni rozmanitych
kardiovaskularnich strest, véetné hladovéni, chronické ischemie, reperfusniho poskozeni,
tlakového pretizeni, kardiomyopatie nebo selhani srdce'®.

Dnes je jiz samoziejmosti skutecnost, ze autofagie je nepostradatelné pii udrzovani
bunécné homeostasy a také je velice dilezitd pro spravnou srde¢ni funkci a strukturu'®®.
Chyba nebo poSkozeni tohoto procesu ma neblahé dopady na funkci srdce. Naptiklad
vyfazeni Atg5 vsrdci narusuje proces autofagie a méa za nésledek nahromadéni
abnormalnich organel a rychly vyvoj srde¢ni dysfunkcem. Dalsim ptikladem mutze byt
Danonova nemoc, ktera je charakterizovana jako tézka srdecni dysfunkce u pacientti nebo
také u mysi s poskozenou autofagickou degradaci v disledku nedostatku proteinu LAMP-
2108

Autofagie mize kromé odstranovani toxickych proteinovych agregatii, také chranit
srdce odstranovanim poskozenych anefunk¢nich organel, napiiklad odstrafovani
poskozenych mitochondrii. Poskozené mitochondrie mohou byt $kodlivé pro buiiku tim, Ze
uvoliiuji pro-apoptotické faktory jako je cytochrom c, ktery dokéaze aktivovat apoptosu'”.
Da se tedy konstatovat, ze se autofagie podili na kardioprotektivnim ucinku zabranovanim
aktivace apoptosy.

Kdy? je po ischemii zah4jena reperfuse, dochézi k otevirani mPTP'"', coz miize byt
signalem pro autofagosomy, aby zacaly izolovat mitochondrie a nasledné se spousti proces
mitofagie. V kardiomyocytech vystavenych ischemii je upregulovan mitochondrialni
protein BNIP3. BNIP3 stimuluje apoptotickou bunétnou smrt, kterd je signalizovéna
béhem I/R poskozeni srdce prostiednictvim poruSeni mitochondridlni integrity, coz
nasledné vede ke zvySené tvorbé superoxidu a uvolnéni pro-apoptotickych faktora.
Aktivace BNIP3 je ale také spojovéana s upregulaci autofagie, ¢emu nasvédcuje vysoka
hladina autofagosomi obsahujicich fragmentované mitochondrie. Upregulace autofagie
tedy snejvétsi pravdépodobnosti piedstavuje protektivni reakci na smrtelnou BNIP3-
signalizaci, a to odstrailovanim poskozenych a Spatné té€snicich mitochondrii a naslednému
piedchazeni aktivaci apoptosy .

Pro stav ischemie je typicka snizend dodavka kysliku a Zivin a téZ sniZzena tvorba
ATP prostiednictvim oxidativni fosforylace. Tyto podnéty vyvolavaji autofagii, coz muze
mit pro srdce protektivni Uc€inky, protoze autofagickd degradace proteinii a organel

generuje volné aminokyseliny amastné kyseliny, které mohou byt pouzité pro
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proteosyntézu nebo pro udrzovani mitochondridlni produkce ATP, a tak podporovat
prezivani srdeCnich bunék. Proto vzrist autofagie koreluje s funkénim zotavenim
a zachranou myokardu po I/R, zatimco prodlouzend ischemie koreluje s ireversibilnim
poskozenim a kontraktilni dysfunkci'®. Bylo zji§téno, e kdyz se ischemie prodlouzi aZ na
60 minut, tak jsou béhem reperfuse pfitomné obrovské a pravdépodobné nefunkéni

lysosomy' '

, coz znaci, ze prodlouzena ischemie narusuje, resp. poskozuje autofagicko-
lysosomalni drahu.

I kdyZ je indukce autofagie béhem faze ischemie protektivni, jeji dal$i zvySeni
behem reperfusni faze miize zpisobovat bunécnou smrt™. Da se tedy fict, Ze autofagie
chrani srdce béhem ischemie, ale béhem reperfuse mize byt Skodliva. Jestli je indukce
autofagie behem I/R prospésnd nebo Skodlivd muze zédviset také na rozsahu pocatecni
ischemie. Kdyz je uroven ischemie mirnd, aktivace autofagie béhem reperfuse mize byt
také mirna a tedy protektivnilo5 . Samoziejmé jsou zapotiebi jeSté nespocetné vyzkumy,
které by prelozily vSechny tyto poznatky tykajici se autofagie do klinické 1€cby za ucelem

snizeni I/R poskozeni.

7.1. Modulace autofagie pro terapeutické tucely

Modulace autofagické drahy miliZe piedstavovat potencialni budouci terapeuticky
cil pro 1écbu nebo prevenci rtiznych kardiovaskuldrnich onemocnéni. Avsak 1 pres objevy
mnohych specifickych gent a signaliza¢nich drah zapojenych do regulace autofagie, jsou
terapeutické pristupy jak modulovat autofagii v kardiovaskuldrnich onemocnénich velmi
omezené. Inhibitory autofagie, které se v soucasnosti v experimentech na bunécnych
kulturach pouzivaji, jako je inhibitor PI3K tfidy III, 3-methyladenin (3-MA), jsou pro
jejich vysokou toxicitu nevhodné pro experimenty in vivo'''. Nejefektivngjsim spoustécem
autofagie v sav¢ich buiikdch je nutricni hladovéni, tedy strategie, kterd samoziejmé neni in
vivo moc atraktivni nebo je dokonce z kardiovaskularniho hlediska aZz nebezpecna.
U potkani preruSované hladovéni chrani srdce pied ischemickym poskozenim'",
pravdépodobné prostiednictvim anti-apoptotického mechanismu a prostiednictvim indukce
autofagie. ProdlouZené hladovéni vSak spousti tézké kardiovaskularni komplikace a smrt
srdce.

Autofagie mtize byt v srdeCnich myocytech po I/R snizena vlivem endogenniho

srde¢niho peptidu urocortinu'"®, ktery inhibuje expresi Beclinl. Dalii slozky schopné
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regulovat autofagii v srdci jsou napiiklad B -blokator propranol, blokator vapenného L-
kanalu, verapamil, (oba maji stimulacni ucinek) nebo B-adrenoreceptorovy agonista,
isoproterenol, ktery zvySuje hladinu cAMP a tim inhibuje autofagiims. Inhibitor mTOR
a spousté¢ autofagie, rapamycin muze byt také pouzit na 1écbu srdce. Podani rapamycinu
ma v izolovanych srdcich mysi podobné protektivni u¢inky pied I/R poskozenim jako
preconditioning, a to prostiednictvim otvirani mitochondrialnich Katp kanéali. Kromé toho
rapamycin v nizkych davkéch (25-100 nM) snizuje nekrosu i apoptosu v kardiomycytech
vystavenych /R,

Hromadéni proteinovych agregatii v kardiomyocytech nastavd bud’ v reakci na
hemodynamicky stres (tachykardie, piechodny vzestup tlaku krve), nebo jako reakce na
genetickou mutaci dilezitych proteinti. Zatim neni zndmo, zda existuji pfirozené rozdily
v typech proteinovych agregatii, které se tvoii a/nebo jsou asociované s autofagickou
reakci. Nekteré studie naznacuji, ze zvySena autofagicka aktivita neodstraniuje piimo
agregaty samotné, ale spiSe jejich prekursory, a to posunutim rovnovahy pry¢ od tvorby

agregatil''’. Patofysiologicky vysledek mize byt urden zavaznosti a/nebo trvanim

16 Tato davkova a kontextova

autofagické reakce nebo povahou autofagického substratu
zavislost ulohy autofagie v srde¢nich onemocnénich piedstavuje nové, specidlni vyzvy pro
dalsi studie.

V soucasnosti vSak neni zndmo, jak dlouho je mozné aktivovat autofagii bez
Skodlivych nasledkti pro bunku. Navic neexistuje dobré vysvétleni pro rozpor mezi
skutecnosti, Ze autofagicka bunécna smrt kardiomyocytl u pacientli trpicich na srdecni
selhani je pozorovana pouze v mensiné bun€k, zatimco funkéni dopad je Casto dramaticky.
Navic se zatim nevi, zda stdrnouci nebo dlouho zijici buiiky, k jakym patii naptiklad
kardiomyocyty, jsou méné schopné vyvoldvat autofagii v porovndni s ostatnimi typy
bunék'®.

Z terapeutického hlediska bude pro I¢kaie a védce vyzvou zjistit, jakym zptisobem

selektivné zapnout piezivani zprosttedkované autofagii piil1écbé srdecnich onemocnéni

bez aktivace drahy bunééné smrti.

36



8. Metody stanoveni autofagie

Dlouhou dobu byly metody stanoveni autofagie velice omezené a neuspokojivé. Az
v poslednich letech, imérné¢ lepSimu porozuménim molekuldrnich mechanismii autofagie,
se tyto metody mohly naplno rozvinout. Dnes existuje spousta uzitecnych a konvenénich
metod, které Ize s uspéchem pouzit k monitorovani autofagie u kvasinek, ale jenom
nekolik z nich je vhodnych pro monitorovani autofagie u savcl. Pievazuji zejména tii
obecné typy metod:

1) mikroskopické metody

2) biochemické metody

3) metody detekce proteinovych modifikaci (SDS-PAGE, Western blotting)'"”.
Dalsi déleni téchto metod je zavislé na tom, zda je proces autofagie jiz ukonéen — metody
monitorovdni autofagického toku, nebo jesté neskoncil, ale je ve svém rovnovdzném
stavu, tedy hladina autofagosoml se s Casem neméni a tok autofagie pfes systém je

. . . v . 11
konstantni — metody monitorovani rovnovazného stavu autofagie 5

8.1. Metody monitorovani rovnovazného stavu autofagie

1. Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie (EM) je nejstarsi, ale stile nenahraditelnou metodou pro
kvalitativni 1 kvantitativni charakterizaci autofagickych organel (fagoforti, autofagosomti,
amfisomu a lysosomil). Dokonce lze fict, Ze fenomén autofagie byl pomoci elektronové
mikroskopie objevenm. Mikroskopie patii mezi morfologické metody, které vyzaduji jisté
zkudenosti a ¢as. Casto je docela obtizné odlisit autofagické organely od jinych struktur
jenom na zakladé morfologie. Je potiebné si kromé jiného uvédomit, Ze dvojitou
membranovou strukturu, ktera obsahuje cytoplasmaticky materidl, nemusi mit vzdy jenom
autofagosom. Kvantifikaci autofagické aktivity je mozné pomoci EM uskutecnit tak, Ze se
spocita oblast nebo objem autofagickych vakuol a vyjadii se jako pomér k celkové
cytoplasmatické oblasti nebo objemu'''. Krom& klasické EM se také pouziva
imunoelektronova mikroskopie, kdy se pro ovéfeni autofagického charakteru nékterych
organel vyuZzivaji protilatky proti autofagosomalnim proteintim a LC3. Tato metoda je vice

specificka nez klasicka EM**'!!,
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2. Atg8/L.C3 western blotting

Protein Atg8/LC3 je, jak jiz bylo uvedeno, ubiquitinu podobny protein, ktery mtze
konjugovat s PE. U kvasinek pak vznika Atg8-PE. U savcl Atg8 sestava z rodiny proteinli
a je oznacovan jako LC3. Nejdiive je LC3 syntetizovan v nezpracované form¢, proLC3,
ktera je pak pievedena na proteolytickou formu, které na C-konci chybé&ji aminokyseliny,
LC3-I a nakonec je modifikovdna do formy konjugované s PE, LC3-1I'"%,

Atg8-PE/LC3-II je jedinym proteinovym markrem, ktery je s jistotou asociovan
s kompletnim autofagosomem, ale mize byt také lokalizovan na fagoforech. Kdyz je u
kvasinek indukovéna autofagie, tak celkové mnozstvi Atg8 je alespoil 10-nasobné zvyseno.
U savc, kdyz je zvySena preména LC3-I na LC3-II nebo pokles hladiny LC3-II vzhledem
k LC3-I, tak nemusi byt nutné zménéna celkova hladina LC3'"®. V savé&ich buiikich ma
LC3 tii isoformy: LC3A, LC3B a LC3C, které jsou v rtiznych tkdnich rtizné distribuované
a méli bychom je pfi monitorovani autofagie brat do tivahy. V srdci se nachazeji zejména
isoformy LC3A a LC3B'™.

Western blotting tedy mtze byt s lehkosti pouzivan k monitorovani zmén hladiny

LC3, ale je nutno poznamenat, ze normalni hladina LC3-II neni dostate¢nym ditkazem

autofagie.

3. Fluorescen¢ni mikroskopie

Nejcastéji zastoupend isoforma LC3B (dale oznacovana jako LC3) a jeji na N-
konci znacena forma pomoci fluorescen¢niho proteinu GFP, GFP-LC3, se také casto
vyuziva k monitorovani autofagie, a to prostiednictvim nepfimé imunofluorescence nebo
piimé fluorescenéni mikroskopie™. Méfeni je zaloZeno na vzriistu flourescence LC3 nebo
GFP-LC3. Tato metoda je téz uzitecnd v studiich in vivo, ve kterych se vyuzivaji

transgenni organismy, napf. Drosophila melanogaster nebo mysi''®.

Také je moZzno
pouzivat pro imunocytochemii nebo imunohistochemii protilatky anti-LC3. Tato metoda je
zaloZena na monitorovani endogenniho proteinu, avSak je omezena mirou schopnosti jeho
detekce, nebot’ se Easto stavd, Ze jeho mnoZstvi je pod hladinou detekce' ™.

Pouzitim neptimé fluorescenéni mikroskopie a imunoelektronové mikroskopie lze
také detekovat endogenni hladinu Atgl8 (savéi WIPI-1), protoze distribuce GFP-Atgl8 se

jevi byt velice podobna distribuci GFP-LC3'?'.

38



4. Kinasova aktivita TOR a Atgl

Jak jiz bylo uvedeno, v mnoha systémech vede inhibice TOR k indukci autofagie.
Aktivita TORCI, ktery negativné inhibuje autofagii transkripéné nezavislym zptsobem,
muize byt monitorovana pomoci zmén fosforylace jejiho cilového proteinu nebo

,downstream® efektoru, kterymi jsou kinasa p70S6K nebo protein S6K'**

.V ptipadé

kinasy p70S6K je sledovana fosforylace na threoninu 389, ktery je pfimym cilem TOR a je

citlivy na rapamycin. Dalsi moZnosti je kvantifikace p70S6K kinasové aktivity in vitro' .
KdyzZ je vyvolana autofagie, je zvySena Atgl kinasové aktivita, proto je mozné

méfit Atgl kinasovou aktivitu k ovéfeni, zda je autofagie opravdu indukovéana™®.

5. Regulace transkripce

V nékterych situacich je indukce autofagie doprovazena vzristem hladiny mRNA
nekterych autofagickych gent, jako napiiklad Atg8/LC3 nebo Atgl2. Proto hodnoceni
hladiny LC3 mRNA pomoci metody northern blotu nebo qRT-PCR, i pies to, ze vzriist
LC3 mRNA je mirny a zavisly na typu bun€k a organisml, mize poskytovat korelativni

udaje tykajici se indukce autofagie''®.

8.2. Metody monitorovani toku autofagie

1. Autofagicka degradace proteint

Testy proteinové degradace umoziiuji dobrou kvantifikaci autofagie''®. Hlavni
strategii je nejdiive oznacit bunééné proteiny inkorporaci radioaktivni aminokyseliny
(napt. '*C-leucin nebo '*C-valin). Preferovéana je dlouha doba inkubace, abychom

ey

dostate¢né¢ oznacili 1 dlouho Zijici proteiny, které¢ nejlépe reprezentuji autofagické
substraty. Vlastni testovani zacind az po degradaci znaCenych kratce Zijicich proteint.
V neporusené buiice nebo perfundovaném organu pak nésleduje casové-zavislé uvolnéni
v kyselin& rozpustné radioaktivity ze znadeného proteinu, ktera se pak méii'' ">, Velka
frakce méfené degradace je vSak neautofagického plivodu a proto by se mély soucasné
mefit bunééné vzorky oSetiené 3-MA nebo aminokyselinami, které potlacuji autofagii, a

tyto hodnoty se pak ode&tou od celkové hodnoty''®.
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2. Obrat LC3-11

Tok autofagie miize byt méfen pomoci metody western blot sledovanim obratu
LC3-II v piitomnosti a nepfitomnosti lysosomalni degradace'**. K prevenci lysosomélni
degradace se pouzivaji inhibitory proteas (napf. leupeptin, E64d), dale léky jako
bafilomycin A;, ktery méni lysosomalni pH nebo také oSetfeni pomoci agents, které
blokuji fiizi autofagosomu s lysosomy' ™.

Jeden z novéjsich dodatkt této metody se opird o pozorovani, ze subpopulace LC3-
IT existuje v n¢kterych bunéénych typech v cytosolické formé (LC3-IIs). Zda se, Ze obsah
cytosolického LC3-IIs a pomér mezi LC3-I a LC3-IIs koreluje se zménami autofagie a také
poskytuje presnéjsi métfeni autofagického toku'>. Vyhodou této metody je, ze nevyzaduje

pfitomnost autofagickych nebo lysosomalnich inhibitort.

3. GFP-Atg8/LC3

GFP-LC3 muze byt také vyuzity k sledovani toku autofagie. Kdyz se GFP-Atg8
nebo GFP-LC3 dostane do lysosomu, Atg8/LC3 je citlivy k degradaci, zatimco GFP
protein je relativné resistentni na hydrolysu. Vyskyt volného GFP béhem western blotu
muze byt pouzit k monitorovani lyse vnitini autofagosomalni membrany a rozkladu
nakladu'®. Také piesun GFP-LC3 do lysosomu miize byt monitorovan, a to pomoci
fluorescencni mikroskopie. AvSak kdyz je syntetizovdn novy GFP-LC3, tak muze byt

problematické pouziti GFP fluorescence k sledovani toku autofagie'®.

Potencialnim
feSenim tohoto problému je pouziti fotoaktivovatelné verze fluorescencniho proteinu, ktera
umoziuje vykonani tohoto testu pulsni analysou127.

Pro studium autofagie v srdci in vivo byla pfipravena transgenni mys, kterd nese
gen pro konjugat Cerveného fluorescencniho proteinu, mCherry, nebo GFP s LC3 pod

V1 s v . ;s . ’ ’ « +128,12
promotorem t&zkého Fetézce o myosinu, ktery je exprimovan vyhradn& v srdci'**'%.

4. p62 western blot

Krom¢ LC3 lze také pouzit k monitorovani toku autofagie jako marker
p62/SQSTMI. Protein p62/SQSTMI slouzi jako spojeni mezi LC3 a ubiquitinovanymi
substraty. Vaze se piimo s Atg8/LC3 a tim napomdha autofagii pfi degradaci
ubiquitinovanych proteinovych agregatli. p62 se stava soucasti kompletniho autofagosomu

a je degradovan v autolysosomech'’. Nedavné studie ukazuji, e inhibice autofagic
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koreluje se vzristem hladiny p62, coz naznacuje, ze rovnovazna hladina tohoto proteinu

s . 11
odrazi stav autofagie''®.

5. Testy autofagické sekvestrace

K monitorovani autofagické aktivity se muze vyuzit také sekvestrace autofagického
nakladu, pouzitim elektroinjekéné vlozeného cytosolického markeru, jakym je napiiklad
*H-rafinosa  nebo endogenniho  cytosolického  proteinu, jakym je napftiklad
laktatdehydrogenasa. Principem je méfeni ptenosu nakladu zrozpustné (cytosol) do
nerozpustné¢ (sediment) bunécné frakce, ktera kromé jiného obsahuje autofagické

organely''*.

6. Pfreména autofagickych organel

Inhibitory autofagické sekvestrace (napf. aminokyseliny, 3-MA nebo wortmannin)
mohou byt pouzity k monitorovani ubytku autofagickych organel a tim odhadnout jejich
polocas zivota pomoci morfometrické elektronové mikroskopie. Kdyz je ovSem fiize nebo
intralysosomdlni degradace inhibovéana, tak pfeména autofagosomil nebo autolysosomi
byva rizné postiienam. Naopak, vyhodou je, ze trvani takovéhoto experimentu je obvykle
jenom par hodin. K monitorovani poloCasu zivota autofagosomi se pouziva takeé
fluorescenéni mikroskopie, a to zejména monitorovanim GFP-LC3 v pfitomnosti a
nepfitomnosti bafilomycinu Al nebo sledovanim GFP-LC3 po piekonaném hladovéni a

, ’ ’ . , . . 11
nasledném zotaveni v mediu bohatém na aminokyseliny 5

9. Zaver

Autofagie je slozity a pro bunku velice dulezity proces. Jeji schopnost odstrafiovat
dlouho zijici proteiny a cytoplasmatické organely ji stavi na pfedni misto pfi udrzovani
bunéné homeostasy. Znacnou CcCastsvé prace jsem proto veénovala popisu procesu
autofagie a signaliza¢nich drah vedoucich k regulaci tohoto zivotné diilezité¢ho déje.

V posledni dobé se autofagie studuje i v souvislosti srozvojem nejriznéjSich
chorob. Neni tomu jinak ani pfi onemocnénich srdce. V této praci jsem se proto dale

zam¢tila na ulohu autofagie béhem hypoxickych podminek, které nastavaji v procesu
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ischemie. Také jsem se veénovalai procesu nasledného obnoveni zasobeni myokardu
kyslikem, tedy repefusi.

Béhem ischemie ma autofagie pievazné kardioprotektivni a anti-apoptotické
ucinky, napiiklad tim ze odstrafiuje poskozené organely, zejména mitochondrie v procesu
mitofagie, jejichz hromadéni mize vést az k bunécné smrti. BEhem reperfuse je autofagie
také aktivovana, ovSem v mnohem silné&;j$i podobé¢, ¢imz se stava pro buiiku nebezpecnou a
muze vést az kjejimu zaniku, prostfednictvim nadmeérného odstraiovani nejen
poskozenych organel, ale i dilezitych slozek cytosolu. Autofagie miize mit tedy pro srdce
a jeho funkci protektivni i Skodlivé Gcinky.

Zustava jeste mnoho nezodpovézenych otazek tykajicich se autofagie v srdci, jejiho
pfesného mechanismu béhem hypoxie/ischemie a reperfuse, a také moznosti jeji regulace,

aby se dosahlo co nejlepsiho ucinku autofagie v boji s nemoci.
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Souhlas se zapiij¢enim

Svoluji k zapiij€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fddn¢ vedena evidence

vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni 5 _
Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
S adresou
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