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Abstrakt

Autofagie je zakladni homeostaticky proces — jeden ze zakladnich mechanismi pieziti
V nepfiznivych podminkach. Autofagie chrani buiniky riznymi zptsoby: buiiky jsou schopné
rozlozit své vlastni komponenty, recyklovat ziviny, pfetvaiet se a zbavovat nezadoucich
cytoplazmatickych slozek (a to vSe zvlasté nejen za podminek nedostatku vyzivy). Prisné
regulované autofagické procesy se podileji na degradaci proteinti s dlouhou Zivotnosti a
celych organel, paradoxné vsak Vv nékterych piipadech tyto funkce vyznamné pro pieziti
mohou byt i skodlivé. Autofagie hraje dulezitou roli pti vyvoji i potlaeni nadoru, v imunité a
je nezbytna pro adaptaci na rizné stresy z prostiedi jako napi. hladovéni. Nedavné studie
dokazuji, ze role autofagie je klicova v imunologické kontrole bakteridlnich, parazitarnich a
virovych infekci. Proces autofiagie miize degradovat intracelularni patogeny. Tato prace
popisuje mechanismus autofagie a zaméfuje se na roli autofagie ve vrozené a adaptivni

imunité, shrnuje nékteré nové poznatky v pochopeni funkce autofagie a jeji moznou roli

wrwe

Abstract

Autophagy is an essential, homeostatic process — survival mechanism that protects cells by
various ways: cells break down their own components to recycle nutrients, remodel and
dispose unwanted cytoplasmic constituents. Autophagy is involved in the degradation of
long-lived proteins and entire organelles, but paradoxically, considering important prosurvival
functions, autophagy may be deleterious. It plays an important role during development,
tumor suppression, immunity and is required for the adaptation to environmental stresses such
as starvation. Recent studies indicate, that autophagy is a central player in the immunological
control of bacterial, parasitic and viral infections. The process of autophagy may degrade
intracellulal pathogens. This work describes the mechanism of autophagy and highlights the
role of autophagy in innate and adaptive imunity, summarizes some advances in
understanding the functions of autophagy and its possible roles in the causation and

prevention of human deseases.
Klic¢ova slova: Autofagie, autofagozom, Atg, PI3K, degradace, imunita

Keywords: Autophagy, autophagosome, Atg, PI3K, degradation, immunity



1. Uvod

Autofagie je dilezity bunécny proces, jediny zndmy mechanismus, ktery eukaryotni bunky
vyuzivaji K odstranéni intracelularnich organel a proteinovych agregati, které jsou piilis
velké, nez aby byly odstranény proteazémy. Podili se spolu s ubikvitin-proteazémovym
systémem (UPS) na udrzovani stalosti vnitiniho prostfedi buiky, tedy na vyrovnané bilanci
proteind, ktera je zavisla na jejich syntéze a degradaci. Porusenim této rovnovahy dochazi
K patologiim jako je rakovina, neurodegenerace apod. (Shintani a Klionsky, 2004). UPS je
odpovédny za rychlou degradaci proteint zvlasté pti nutnosti rychlé adaptace. Tato rychlost

dovoluje bunikam ptisnou kontrolu nad koncentraci proteind.

cey

Autofagie je nezbytnd pro degradaci dlouho zijicich proteinli a celych organel. Neni
ptekvapujici, Ze tento mechanismus — modifikované vyuzivana lysozomalni degradaéni cesta
je pouzita i Kk odstranovani intracelularnich patogend jako jsou napfi. viry a bakterie. Mutace
genu regulujicich autofagické procesy zvysuje citlivost k infekci intracelularnimi patogeny v
hostitelskych organismech. Autofagie hraje dualezitou roli pii potlaceni rustu nadoru,
V imunité, tkanové homeostdze a je vyzadovana pro adaptaci na stresy prostiedi jako je
hladovéni. Ugastni se i dal$ich biologickych procesti jako je vyvoj, diferenciace a remodelace

tkani (Levine a Klionsky, 2004).

V poslednich letech byl u€inén velky pokrok v porozuméni molekularnim mechanismim
autofagie a jejimu vlivu na dynamiku bunéénych organel, regulaci bunééné smrti, prevenci
starnuti a na neurodegenerativni nemoci. Zajimavy je vztah mezi autofagii a UPS. Ubikvitin
znadi proteiny pro degradaci pomoci proteazomd, ale vV posledni dobé se zda, ze by také mohl

slouzit jako rozpoznavaci signal pro eliminaci ur¢itych organel a patogenii pti autofagii.

Nase nastroje pro boj s intraceluldrnimi patogeny zahrnuji vice aspektli vrozené a adaptivni
imunity. V poslednich nékolika desetiletich jsme byli svédky rozvoje v pochopeni zakladnich
mechanismi: prezentace antigenu, imunitniho rozpoznani nakazenych bunék, bunécného
vnimani patogenii a signalnich drah, které¢ navozuji antimikrobidlni stavy v infikovanych

burikach.



Jedna znejvétSich vyzev, kterym imunitni systém celi v souvislosti s intracelularnimi
patogeny, je problém, jak se zbavit mikroorganismu bez likvidace celé infikované bunky (jak
uzdravit nakazenou buiku). Jednoducha a elegantni strategie pro feSeni tohoto problému je
nasnad¢ - fada bunck je schopna vyuzivat evolu¢né konzervovanou lysozomalni degradacni
cestu napojenou na autofagii pro selektivni likvidaci intracelularnich patogent (Deretic a
Levine, 2009). V poslednich letech vyzkum odhalil, ze autofagie muze slouzit k ochrané
mnohobunécénych organisml nejen proti hrozbam infekce, ale 1 proti hrozbé autoimunitnich

poruch (Levine, 2007).

Ze vsech vySe zminénych roli se ve své praci zaméefim po popisu zakladnich mechanismt na

roli autofagie v imunitnim systému.

2. Autofagie

2. 1. Historie

v

Autofagie je odvozena z feckych slov: auto, coz znamena "ja", a phagy, "jist".

Poprvé byla popsana ptred vice nez 50 lety, ptesto ale ve spojeni s ni stale zustava mnoho
otazek, které bude tieba objasnit. Role autofagie pfi patologickych stavech neni zcela jasna,
ale je jasné, ze mize pomoci zabranit nebo zastavit prubéh nekterych chorob, jako jsou
nékteré druhy neurodegenerace a rakoviny, mize hrat ochrannou roli proti infekci

intracelularnimi patogeny, ale v nékterych situacich mtze pfispét k rozvoji nemoci.

Vyzkum a objev autofagie je uzce spjat S elektronovou mikroskopii. Po dlouhou dobu se
jednalo o vlastné jediny zpusob, jak spolehlivé detekovat autofagické slozky v buikach,
protoze nebyly zndmy Zzadné zvlastni proteinové markery. V 70. letech biochemické metody
umoznily studie autofagickych lysozomalnich degradaci a od 80. let mame k dispozici
sofistikované biochemické metody pro charakterizaci autofagie jako takové. V 90. letech
ptebird hlavni roli ve vyzkumu autofagie fluorescencni mikroskopie spolu s biochemickymi a

genetickymi metodami. Ackoli autofagie byla znama po desetileti, az vr. 1993 byly



identifikovany jeji molekularni komponenty prikopnickou genetickou studii vyuZzivajici

bun¢k Saccharomyces cerevisiae. Od té¢ doby bylo nalezeno mnoho proteinti vztahujicich se

k pribéhu a regulaci autofagie v eukaryotnich bunkach. Doposud vSak molekularnim

mechanismim autofagie nebylo plné€ porozuméno.

1955

1963

1967

1973

1975

1977

1982

1988

1992

1993

1995

1997

1998

1999

2000

2002

Historie vyzkumu autofagie

objev lysozémul
pojem autofagie
glukagon indukuje autofagii

selektivni degradace bunécnych organel

protein ubikvitin

autofagie jako mechanismus bunécné smrti, aminokyseliny inhibuji autofagii
prvni biochemické analyzy autofagie, 3-metyladenin jako inhibitor autofagie
popis amfizoémd, struktur spolecnych autofagii a endocytoze

popis morfologickych zmén kvasinek béhem autofagie

prvni kvasinky s mutantnimi autofagickymi geny

stimula¢ni role rapamycinu na autofagii

stimula¢ni role PI3K a prvni klonované geny ATG1, popis dalSich ATG genii u

kvasinek

prvni savéi ATG geny

Beclin 1 jako interak¢ni protein s Bcl-2 a potencialni nadorovy supresor
prvni metodiky pro sledovéani autofagie u vysSich eukaryot

protektivni role autofagie u Huntingtonovy nemoci
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2003 potlaceni autofagie prispiva kK tumorigenezi a vyznam autofagie v procesech starnuti

2004 vyznam autofagie v embryonalnim vyvoji, imunitnich pochodech, bunécné smrti, je
popsana krystalova struktura autofagickych proteinti, formace autofagozoémii

(fluorescencné znacené proteiny)
2006 vyznam bazalni autofagie v prevenci neurodegenerativnich onemocnéni
2010 pavod membrany fagoforu (mitochondrie — vnéj$i membrana, S piispénim ER)

V poslednich letech vyzkum v fad¢ laboratofi odhalil, Ze autofagie miize slouzit k ochrané
mnohobunéénych organismi nejen proti hrozbam infekce, ale i1 proti hrozb& autoimunitnich
onemocnéni. Vyzkum toho, jak se autofagie ucastni zndmych imunitnich procesti a
objevovani jinych, dosud neidentifikovanych imunitnich funkci je dnes jednim z vyznamnych

témat imunologie.

2. 2. Molekularni mechanismy autofagie

Molekularni udalosti béhem autofagie (jak vlastnich komponentd, tak intracelularnich

patogentl) 1ze rozdélit na tfi zakladni stupné:

- iniciace (formovani fagoforu — izola¢ni membrany)
- elongace (formace autofagozému, rist a jeho ukonceni)

- zrani (vznik autolysozomu a rozklad)

Initiation Elongation Maturation

Cytosol ) Autolysosome
Iselation Autophagosome
3

memorans

Mitachondria
(* Pathogen — @ b . ———-

Obr. 1 Faze autofagie. a) Odstranéni buné¢nych slozek z cytosolu. b) Autofagie miize eliminovat stejnym zptisobem

intracelularni patogeny. Pievzato z Levine a Deretic (2007).
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Molekularni mechanismus autofagie je regulovan Atg proteiny (autophagy-related proteins).
V nepfitomnosti aminokyselin, ATP nebo jako odpovéd’ na dalsi stimuly, Atgl a komplex
PI3K tiidy IIT (fosfatidylinositol 3- kinaza)/VVPS34 a Beclin 1 vede k aktivaci navazujicich

Atg faktort, které jsou zapojené do a) zahajeni b) elongace c) zrani autofagie (Obr. 2).

a Initiation b Elongation € Maturation

't ATGI2 conjugation system

Starvation signals ; :
1 @ ey Ga G G |
§ + — — — — [

TS o
k» Cg @ <o .|

(ecind
@& . @ o O P,
""T;

—®

Autophagosome

Autolysosome

Obr. 2 Molekularni mechanismy. Regulace Atg proteiny. Ptevzato z Levine a Deretic (2007).

Faze iniciace — Autofagie mlze byt iniciovana riznymi druhy bunécného stresu (infekce,
hladovéni). Sav¢i rapamycinem inhibovatelna serin/treoninova kinaza mTOR je senzitivni ke
zménam nutri¢nich podminek. mTOR autofagii inhibuje, jiné proteiny maji pozitivni ¢i
negativni vliv na mTOR a tak zprostfedkované piisobi na autofagii. Fosfatidylinositol-3,4-
bisfosfat a fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (produkty PI3K tf. I) se vazi k PKD1
(fosfoinositid-dependentni aktivator PKB) a k PKB. PKB a PKDI1 inhibuji autofagii aktivaci
mTOR. PTEN (napétovy homolog) defosforyluje fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (potlaceni
PI3K tf. I signalu) a iniciuje autofagicky proces, stejn¢ jako rapamycin, inhibitor mTOR.
MTOR v draze signalnich efektorti ovliviiuje transkripci i translaci a pusobi také na Atg
proteiny, ¢imZ je inhibovéna formace autofagozomi. Aminokyseliny autofagii nezndmym

zptisobem inhibuji.

Béhem iniciace a Vv pocatcich formace autofagozomu je dulezity protein Beclin 1, ktery je v

savCich bunkach jednou z komponent komplexu fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K) ttidy III
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(sav¢i homolog kvasinkového Vps34), jimz produkovany PtdIns3P je dilezity pro seskupeni
Atg proteinll na fagoforu. V podminkach bohatych na aminokyseliny PI3K tidy III pfispiva
k aktivaci mTOR (mammalian target of rapamycin), inhibici Atgl a autofagie. PI3K tiidy III
fosforyluje fospatidylinositol na PtdIns3P, ktery podporuje seskupeni proteini Atgd, Atg7,
Atg10, nutné pro dalsi tvorbu autofagozomu. Bcl-2 je pfi interakci s Beclinem 1 inhibitorem
iniciace autofagie. Komplex PI3K tfidy III mize byt aktivovan Beclin-1-interagujicimi
partnery AMBRA1 (activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy), UVERAG (UV

irradiation resistance-associated gene).

Zdroje membrany pro zahajeni tvorby autofagozoému a elongac¢ni fazi mohou zahrnovat ty,
které obsahuji jediny znamy integralni membranovy Atg protein Atg9, ktery je pierozdélen na
zbyla mista v autofagozémech za pomoci Atgl a PI3K. Pterozdélovani Atg9 muze zaviset na
Atgl8, ktery vaze fosfatidylinositol-3-fostat (PtdIns3P).

elF2a kinazy jsou dalSimi vyznamnymi regulatory autofagie. Fosforyluji Ser-51 elF2a
zastaveni translace. Je uznavanou hypotézou, Ze stres spolu se zastavenim translace zavislym
na elF2a kinazach rovnéz iniciuje i na nich zavislou autofagii. GCN2 (kvasinkova elF2a) a
GCN4 (elF2a-regulovany transkripéni transaktivator) maji zasadni vyznam pii hladovénim

vyvolané autofagii.

Faze elongace — elongace a tvar autofagozoému jsou fizeny dvéma na sobé zavislymi
konjugaénimi systémy Atgl2/AtgS a Atg8 (kvasinkovy homolog savéiho LC3)/PE
(fosfatidylethanolamin), které jsou podobné ubikvitina¢nim systémim (podrobné&ji viz

kapitola 3. 3.).

Faze zrani - Vné&jsi membrana autofagozoému splyne s membranou endozoému ¢i lysozomu,
vnitini membranou ohrani¢eny obsah pronikne do lumen endozému/lysozomu; v lysozomu je
St€pen piitomnymi hydrolazami, pficemz produkty Sté€peni se uvoliiuji do cytoplazmy. Fuzi
autofagozomu s endozOmem vznikne amfizOm a fuzi autofagozému ¢ amfizomu
s lysozomem vznikne autolysozom (autofagolysozom). Pokud je obtizné rozhodnout, zda
autofagozom splynul s endozomem ¢i lysozomem, byl zaveden termin autofagicka vakuola.

RozliSujeme autofagické vakuoly inicidlni (AVi, Cerstvéji vzniklé) a degradativni (AVd, jiz

13



zapocina rozklad). AVd obsahuje velké mnozstvi lysozomdlnich proteini. Membranovou fuzi
(prichyceni, zakotveni, fize dvojvrstev) umoznuje seskupeni parti proteini SNARE (na
kazdé ze splyvajicich membran) a specifitu zarucuji GTPazy rodiny Rab. Rab7 je zvlasté
dalezitd pro dokonceni pozdnich autofagickych vakuol. V-ATPazy provedou dilezitou
acidifikaci lumen autofagické vakuoly jest¢ pred splynutim. Degradaci v autolysozomu

provedou hydrolazy a u kvasinek jesté lipaza Atgl5.

2.3. Funkce autofagie

2.3.1. Funkéni typy autofagie

Existuje n€kolik morfologicky a funkéné odliSnych forem autofagie, které se lisi hlavné

zpusobem dopravy cytoplazmatického materialu do lysozomu.

Makroautofagie — vétSinou je oznaCovana obecné jako autofagie (ta je pfedmétem této
prace). Jedna se o relativné neselektivni proces degradace proteind, organel a patogenud. Je
zprostfedkovana bunéénymi organelami — autofagozomy (charakteristicka dvojmembranova
vakuola). Naslednou fuzi slysozomy vznikaji autolysozémy (autofagolysozomy), kde

probiha hydrolyza bilkovin jejiZ produkty mohou byt recyklovany.

Mikroautofagie — jedna se o degradaci piedevsim solubilnich cytoplazmatickych proteind,

¢asti cytoplazmy jsou likvidovany vchlipenim lysozomalni membrany.

Chaperonem zprostiedkovana autofagie (pouze vyssi eukaryota) — CMA (chaperone
mediated autophagy) je selektivni formou intralysozomalni degradace specifické skupiny
cytosolickych proteinti obsahujicich KFERQ aminokyselinovy motiv, ktery je nezbytny pro
specifickou vazbu na chaperon. Pokud takovy cytosolicky protein ziska konformacéné
nestabilni formu, mize byt rozpoznan chaperonovym proteinem Hsc70 a prostiednictvim
lysozomalniho membranového proteinu 2a (LAMP2a) translokovan do lumen lysozému, kde
je degradovan (Cuervo a Dice, 1996). CMA je také aktivovatelnd stresovymi podminkami,

jako jsou hladovéni, oxidacni stres nebo expozice toxickym latkam.

Nékdy se podle riznych kritérii vyélenuji dalsi typy napi.: Xenofagie — jedna se o selektivni

odbourdvani mikroorganismu (napfi. bakterie, plisn¢€, paraziti a viry).
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2.3.2. Funkce autofagie v organismu

Nedavny vyvoj ukézal, Zze autofagie hraje velmi dulezitou roli ve fyziologickych a

patofyziologickych procesech.

a)

b)

d)

Adaptivni funkce u eukaryotickych organismil — je vyuzita ptfi bunééném hladovéni,
autofagie funguje pro zachovani funkcnosti bunécné bioenergetiky tim, Ze poskytuje
metabolické substraty (ziskané degradaci casti cytoplazmy (organel), napf.
aminokyseliny), které udrzuji makromolekularni syntézu a produkci ATP. Podili se na

regulaci embryonalniho a novorozeneckého vyvoje.

Ochranna funkce proti riznym patologiim — mé schopnost provadét ,,bézny uklid“ a
odstranit toxické nebo poskozené cytoplazmatické slozky. Tento proces muize byt vice
selektivni nez autofagie vyvoland hladovénim buiky. Tato funkce autofagie pfispiva
K ochrané¢ proti neurodegenerativnim onemocnénim (Parkinsonova nemoc,
Huntingtonova nemoc, apod.), kde hraje vyznamnou roli nahromadéni poskozenych ¢i
toxickych proteinli. Autofagie méa bazalni roli v prevenci abnormalni akumulace
ubikvitinovanych proteinovych agregatti a degraduje specificky toxické agregativni

mutantni polyglutamin-proteiny.

Anti-ageing (protistarnouci) u¢inky a tumor Supresivni u¢inky — jsou spojeny
s degradaci poSkozenych mitochondrii a dalSich organel, tim, ze poméhaji redukovat
genotoxicky stres a slouZi jako prevence poskozeni DNA a genomické instability.
Indukce autofagie mtize brzdit rist ranych stadii nékterych nadori, rist rozvinutych

tumorl mize naopak podporovat (ani toto vSak nema vSeobecnou platnost).

Ochrana proti intracelularnim patogenum (bakterie, viry) — soucasné s ¢isténim
endogennich celularnich sloZzek, autofagie odstrafiuje intracelularni patogeny, a tim

chrani proti nemocem zplsobenym intracelularnimi patogeny (viz kapitola 4.).

Ovlivnéni imunitniho systému — autofagie muze selektivné doddvat mikrobialni
geneticky materidl a antigeny pro vrozeny i adaptivni imunitni systém (viz kapitola

4).
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Autofagie — intracelularni degradac¢ni systém se sklada z nékolika kroka: sekvestrace,

transport do lysozomu a degradace, vyuziti degradovanych produkt. Kazdy krok umoziuje

vykonévat jinou funkci (Mizushima, 2007).

Proteins
Autophagy
Peptide
Sequestration Degradation Utilization
Response 10 ER stress Protein quality controf Survival response 1o
Microorgansm rephcation Organelle degradation starvation and hypoxia
Ap production Microorganism degradation Gluconeogenesis
(__Cet destructon | Energy production
Proteim synthesis
/;m )| Nutrient mobilization
Cvt'puﬂmy . \during development J
Anligen prom
g Y. x5

Obr. 3 Funkce autofagie. Pievzato z Mizushima (2007).

3. Lysozomalni a degradacni systém bunky

Dva hlavni zptisoby degradace proteinti v buiice:

proteazom - multiproteinovy komplex (degradace proteint s kratkou Zivotnosti),

pusobici vV ramci UPS (ubikvitin-proteazomovy komplex)

autofagie (degradace proteinti S dlouhou Zivotnosti) zprostiedkovana autofagozomy -

organelami, které zachycuji bunééné komponenty a transportuji je do lysozomu k

rozkladu
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3. 1. Proteazom

Proteazom (tvofici pfiblizné 1% vSech bunéénych proteinti) je v cytosolu umistény rozsahly
proteinovy komplex s proteolytickou aktivitou, zodpovédny za degradaci proteind k destrukci
urenych oznacenim ubikvitinaci nebo ne¢kterymi jinymi zptsoby. Je to hojné se vyskytujici
kompartmentalizovana ATP-dependentni proteaza s aktivnimi misty S rozdilnou substratovou
specifitou. Nejvice proteazomil se nachazi v cytoplazmé, jejich pienos do jadra je pomaly,
Z jadra zpét neprobiha vibec (béhem mitodzy se vSak obé oddélené populace mohou promisit)
(Reits et al., 1997). Degraduje aberantni ($patn¢ sbalené ¢i sestavené) proteiny (individualni
proteiny, nadbytecné proteiny tvofici casti vicepodjednotkového proteinu nebo komplexu

proteind, proteiny ER) a hlavné proteiny s kratkym polocasem (cca 90% Stépenych proteinil).

V dusledku mutaci a chyb Vv transkripci, sestiihu pre-mRNA nebo translaci, nékteré proteiny
nikdy nenabydou spravné konformace, jedna se o asi 30% vsech nativnich proteina (Schubert
et al., 2000). Pro buniku je mimofadné dulezité se téchto potencialné Skodlivych proteint
zbavit (jejich degradace probiha bud’ ihned b&hem translace nebo kratce po ni). Jsou
rozpoznany a opatfeny fetézcem ubikvitinu - ,,adresou* pro degradaci v proteazomu nebo
Spatné uspotfadana mista ve struktufe jiz piimo slouzi jako signal pro proteazém (asi 20%
Stépenych proteint). Chybné poskladané a agregované nenativni proteiny jsou v cytosolu
vychytavané kompartmenty JUNQ (juxta-nuklear quality kontrol), IPOD (insoluble protein
deposit) a rovnéz kon¢i v proteazomech. U defektnich proteinti syntetizovanych
v endoplazmatickém retikulu (ER) se vétSinou jedna o chybu poskladani terciarnich struktur.
Proteazomy v tomto ptipadé spolupracuji s ER v procesu ERAD (ER-associated degradation).
Protein je oznacen glykanovym koédem, transportovan pies membranu ER a v cytoplazmé

degradovéan ptilehlymi proteazomy.

Oznaceni pro degradaci v ubikvitin-dependentni proteolytické draze je ve formé fetézce
ubikvitinti. Molekula ubikvitinu se skldda ze 76 aminokyselin. Ubikvitin je aktivovan
enzymem E1 a pfedan ubikvitin-konjugujicimu enzymu E2. Ubikvitin-ligdza E3 (rozpozna
proteiny k degradaci) ho ptipoji C-koncem k Lys daného proteinu nebo k predchozi molekule

vznikajiciho ubikvitinového fetézce.
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Télo proteazomu (bézny 26S) tvoii centralni ¢ast tvaru valce (cylindr, 20S, core) a dva
postranni cap (Cepickové) regulacni proteinové komplexy (19S). Duty centralni cylindr
obsahuje proteolyticky aparat (proteazy), zodpovédny za degradaci proteini (20S drzi cely
substrat vazan tak dlouho, dokud neni kompletné konvertovan na kratké peptidy). T¢€lo
proteazomu je slozeno z mnohocetnych proteinovych podjednotek naskladanych na sebe ve
¢tyfech heptamernich prstencich (dva vnéj$i za a vnitini z 3 podjednotek). Ne&které
z podjednotek jsou proteazy (Bl s aktivitou podobnou kaspazam, B2 s aktivitou podobnou
trypsinu, B5 s aktivitou podobnou chymotrypsinu) a jejichz aktivni mista smétuji do vnitini
dutiny 20S proteazomu. Toto uspofadani brani vysoce aktivnim enzymdm, aby
nekontrolované $tépily bunééné komponenty. Postranni cap komplexy obsahuji prstenec ze
Sesti podjednotek a déli se na dvé zdkladni, navzajem spojené ¢asti: bazi a viko. V bazi se
nachdzi Sest rozdilnych AAA+ATPaz a ¢tyii dalsi podjednotky. Baze reguluje vstup substratt
do nitra 20S proteazoému. Viko obsahuje 9 podjednotek a jeho hlavni funkei je deubikvitinace
ubikvitinovanych proteini. 19S proteazomy selektuji proteiny pro degradaci (rozpoznani
substratu a regulace), které jsou prstencem za spotieby ATP provilékany (béhem cehoz
dochazi k jejich rozbalovani a tim odhalovani nékterych predtim skrytych casti) do centralni

dutiny 20S ¢asti kde probiha Stépeni.

3. 2. Lysozom

Lysozémy jsou membranou obalené bunééné kompartmenty naplnéné solubilnimi
hydrolytickymi enzymy zodpovédnymi za intracelularni traveni makromolekul pfijatych
endocytdzou nebo opotiebovanych vlastnich €asti buniky (pfijatych autofagii nebo vchlipenim
lysozomalni membrany pomoci ESCRT komplexu). V lysozémech se nachazi okolo 40 typt
hydrolytickych enzymii (kyselého typu), mezi néz patii napt. protedzy, nukledzy,
glykosidazy, lipazy, fosfolipazy, fosfatazy, sulfatazy. Pro optimalni fungovani musi byt
vesm&s aktivovany naStépenim protedzou z neaktivniho pro-enzymu a vyzaduji kyselé
prostiedi, které lysozom zajistuje udrzovanim vnitiniho pH v rozmezi 4,5 — 5,0. Komponenty
cytosolu jsou tedy dvojndsobné chranéné pred Utokem vlastniho bunééného traviciho
systému: travici enzymy jsou membranou oddélené od cytoplazmy, ale 1 kdyby se néjak

dostaly ven, nebudou pfili§ aktivni pfi cytosolickém pH okolo 7,2.
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Jako vSechny ostatni intracelularni organely, lysozomy neobsahuji pouze unikétni soubor
enzymd, ale také unikatni vnéj$i membranu. VétsSina lysozomalnich membranovych proteinti
je napft. neobvykle siln¢ glykosylovand, coz je chrani pied G¢inkem lumenéalnich protedz.
Transportni proteiny v lysozomalni membran¢ pienaseji finalni produkty traveni
makromolekul (aminokyseliny, sacharidy, nukleotidy) do cytosolu, kde mohou byt pouzity

znovu nebo vylouceny z buiky.

H+ ATPéza v lysozomalni membran¢ za spotieby energie hydrolyzy ATP ptenasi H+ ionty
do lumen lysozému a udrzuje v ném tak kyselé¢ pH. Tato ATPaza patii do rodiny V-ATPaz a
ma rovnéz podobnou stavbu jako F-ATPé4zy mitochondrii a chloroplastii vyuzivajici energii
H+ gradientu k syntéze ATP. Na rozdil od nich vSak lysozomalni ATPaza pracuje obracené,
pumpuje H+ do organely. Kromé toho, ze udrzovani prostiedi s nizkym pH je dilezité pro
reakce probihajici uvniti lysozomu, gradient H+ piedstavuje zdroj energie pro transport

malych molekul pfes membranu do cytosolu.

Vyvoj lysozému zahrnuje ranny endozém, pozdni endozém (obsahuje membranovy material
ziskany endocytézou z plazmatické membrany, nové syntetizované hydrolazy a je tedy jiz
podobnost s hotovym lysozémem), fazi pozdniho endozéomu s jiz existujicim lysozémem
vznikly  endolysozom (ktery muze splyvat sdalS§im a dalSim). KdyZz je vétSina
endocytovaného materialu v endolysozomu stravena a pouze rezistentni a tézko stravitelné
zbytky zlistanou, organela se stava lysozomem, ktery mize opét vstoupit do cyklu a splynout
s pozdnim endozomem, endolysozomem, ale také amfizomem ¢i autofagozomem (viz

kapitola 2. 2.)

3. 3. Autofagozém

Poté, co membranova cisterna obklopi ¢ast cytoplazmy nebo organelu, vznikne vacek

ohrani¢eny dvéma membranami — autofagozém.
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U kvasinek je znam vyskyt pre-autofagozomalni struktury (PAS). Autofagozom, ktery
neobsahuje zadné lysozomalni proteiny, je tvofen izolaéni membranou (fagoforem), jejiz
material pochazi ziejmé pievazné z vnéjsi mitochondrialni membrany (Lippincott-Schwartz,

2010) a z ¢asti ER (McEwan &Dikic, 2010).

Pii tvorbé autofagozomu se uplatiiuji Atg proteiny (produkty ATG = autophagy-related
genes). Na pocatku vzniku autofagozomu komplex Beclin I/PI3K tf. III produkuje
fosfatidylinositol-3-fosfat, dilezity pro seskupeni Atg proteinti na fagoforu. Atg jsou dulezité
jako soucast dvou konjugacnich systému, jejichz fungovani lze pfipodobnit k procesu
ubikvitinace (E1 enzym aktivace, E2 enzym konjugace, ligaza E3). Atg7 jako E1, Atgl0 nebo
Atg3 jako E2, enzym s funkci ligazy E3 neni zatim znam. Atg7 za spotfeby ATP aktivuje
Atgl2 a postoupi ho Atgl0. Potom vznikne konjugat Atgl2/AtgS, v némz je Atgl2 svym C-
koncovym glycinem kovalentné¢ vazédn k aminoskupiné ur€itého lysinu na AtgS.
Makromolekularni komplex Atgl2/Atg5 — Atgl6L vznikly nekovalentni interakei konjugatu
Atgl2/Atg5 s Atgl6L (u savcd, kvasinky Atgl6) asociuje s rostouci vnéjsi izolaéni

membranou, kterou vSak opusti diive, nez dojde k ukonceni vyvoje autofagozomu.

Atg4 lyzuje protein Atg8 (u kvasinek, savci homolog MAP-LC3), jez je nasledné aktivovan
enzymem Atg7 a posléze postoupen enzymu Atg3. Kovalentni vazbou Atg8 k PE (fosfatidyl-
ethanolamin) vznikne konjugat Atg8/PE, pfitomen na lumendlnim i vnéj§im povrchu

autofagozomu, pro jehoZz dokonceni je tento konjugat velmi dulezity.

Atgl2/Atgs — Atgl6 je potiebny pro vytvoreni Atg8/PE a oba konjugaéni systémy jsou
propojeny. Konjugace Atgl2 a Atg5 je usnadnéna vyskytem velkého mnozstvi Atg3. Velké
mnozstvi Atgl0 podporuje tvorbu MAP-LC3, piilisSnd koncentrace Atgl2/AtgS ji naopak

inhibuje.

LC3-I savct je solubilni forma, po rozstépeni pomoci Atg4 (odhaleni C-koncového glycinu) a
navazani PE vznikne LC3-1l. Z vné&jsiho povrchu hotového autofagozomu je vlivem Atgd
protein LC3 odstépen a je poté recyklovan. Degradace LC3 na lumenalnim povrchu prob¢hne
az po splynuti s lysozomem. Fluorescencné nebo zlatem znaceny LC3 byva vyuzivan ke
sledovani vyvoje autofagozému a jeho hustota v pozdnich autofagickych vakuolach znac¢né
klesd. Kromé LC3 také GATE-16 a GABARAP jsou sav¢imi homology Atg8.

hAtg4B patii mezi autofaginy (savei homology Atg4) a $tépi Atg8 i jeho savci homology. U

kvasinek je jesté nezbytny Atg9 pro tvorbu PAS. Probiha zde formace komplexu za pomoci
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Atg9 a Atg2. Sav¢i mAtgt9 vykazuje pohyb mezi Golgiho aparatem a endozomy. Transport

Atg proteint k a od izolacni membrany je nejspiSe regulovan Atgl.

4. Autofagie v imunitnim systému

Dvé zakladni zbran€¢ imunitniho systému — nespecifickd/vrozend imunita a adaptivni
/specifickd imunita — maji odliSné role, existuje vSak souhra mezi témito systémy

(komponenty vrozené¢ho imunitniho systému ovlivituji adaptivni imunitni systém a naopak).

Autofagie hraje nezanedbatelnou roli v obrané proti intracelularnim patogentim, ve vyvoji,
prezivani a odumirani nékterych imunocytt. Podili se také na dopravé peptidomu do MHC II

a n¢kterych imunitnich regula¢nich udalostech (Levine, Deretic, 2007).

Vztah mezi autofagii a imunitou je obousmérny. Autofagie v jistych kontextech posiluje
vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd, ale zaroveinl cytokiny, receptory a ligandy podilejici
se na obou typech imunitnich odpovédi stimuluji autofagii (ktera také mozna muze
zprostiedkované ovliviiovat expresi cytokintl). Imunitni signalni molekuly, které byly
popsany jako pozitivni regulatory autofagie, zahrnuji PKR, IFNy, TNF (tumor-necrosis
factor) nebo CD40 — CD40L (CD40 ligand) interakce. Negativné je autofagie regulovana Th2
cytokiny, napi. IL-4 a IL-13 (Levine a Deretic, 2007).

Lipopolysacharid gramnegativnich bakterii vyvolava autofagii v makrofazich po interakci s
TLR4 (Xu et al., 2007). V imunocytech mize byt autofagie stimulovéana pfi interakci mezi
CD40 — CD40L (CD40 na B lymfocytech, CD40L na Th2 lymfocytech) a nasledné chranit
bunky pfed vakuolarnim parazitem Toxoplasma godii. IFNy a TNF (Th1 cytokiny) maji velky
vyznam proti mykobakteridlnim a jinym infekcim, protoZe indukuji autofagii v makrofazich a
dalsich typech bunék. Thl cytokiny aktivuji autofagii, Th2 cytokiny pak na ni maji tlumivy
ucinek, coz by mohlo byt vysvétlenim negativni role Th2 pii degradaci intracelularnich

patogentl.

Poruchy autofagie (mutace ATG nebo mikrobialni antagonismus) mohou byt zakladem
neurodegenerativnich poruch a starnuti, infekénich onemocnéni, zanétlivych syndromt a
tumorigeneze. Odstranovani apoptotickych odumielych bun¢k pomoci autofagie je

pravdépodobné spojeno s jeji roli v prevenci zanétu a autoimunity. Podle Qu et al. (2007)
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autofagie poskytuje bunikam signaly, aby bylo zajisténo jejich odstranéni pii apoptdze. Defekt
autofagického odstranovani apoptotickych bunék u Atg5-/- mysich embrii zapfic¢inil enormni
vyskyt zanéti ve tkanich (Qu et al., 2007). Vadné ¢isténi od odumielych bunék nejspise také
vede K naruseni tolerance vlastnich antigent a tedy k autoimunitnim onemocnénim, jako je
systémovy lupus erythematosus. Mezi Crohnovou chorobou (chronické zanétlivé onemocnéni
stteva) a poruchou autofagického procesu byla také odhalena silnd genetickd souvislost

(Barret et al., 2008).
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Obr. 4 Fukce autofagie ve vrozené a adaptivni imunité p¥i infekci intracelularnimi patogeny. a) Patogeny (bakterie,
viry a parazité), které jsou bud’ volné v cytosolu, uvniti fagozoml nebo jinych vakuolarnich utvarti jsou obklopeny
izolaénimi membranami, uzavieny do autofagozomi. Nasleduje fize autofagozomu s lysozomy a degradace patogent uvnitf
autolysozomtl. b) Virové nukleové kyseliny jsou autofagii dopraveny do intracelularnich kompartmentl obsahujicich Toll-
like receptor 7 (TLR?7), ktery signalizuje indukci produkce interferonu | (IFN 1). ¢) Virové (a nejspise i mikrobialni a vlastni)
antigeny jsou pohlceny autofagozomy (které fizuji s pozdnimi endozémy obsahujicimi MHC II) a nasledné jsou dodany
molekuldm MHC II pro prezentaci CD4+ T buiikam. Cytosolické antigeny obsahujici KFERQ motiv mohou byt do pozdnich
endozomil importovany piimo, prostiednictvim CMA. CLIP, MHC Il — asociovany invariantni peptidovy fetézec. Pfevzato

z Levine etal. (2011).
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4. 1. Autofagie v nespecifické/vrozené imunité

Vrozena neboli nespecifickd imunita je prvni linii obrany proti invazi mikroorganismd.

Nespecifické (neadaptivni) imunitni mechanismy jsou v organismu piedem pfipraveny
(vznikly béhem dlouhé evolu¢ni interakce hostitelt s patogeny) a reaguji na strukturni a
funk¢ni rysy spolecné mnoha patogentim. Jsou evolu¢né starsi, rychlejsi (minuty) a neni po

b[19

setkani s nimi ,,imunologickd pamét*. Humoralni slozky zahrnuji komplementovy systém,
interferony, lektiny a jiné sérové proteiny. Mezi bunééné slozky patii fagocyty, piirozené
cytotoxické bunky, vSechny myeloidni bunky, buniky prezentujici antigen, makrofagy
(monocyty) a dendritické buniky jsou i komponentou antigenné specifické c€asti imunitniho

systému.

Mikroby celi velkému selekénimu tlaku na vyvoj strategii blokovani obrannych mechanismi
hostitele. Viry a intracelularni bakterie vyvinuly mnoho zplsobi, aby se pfizplsobily
autofagickym procesim v hostitelské bunce. Mohou m.j. blokovat iniciaci autofagie,
autofagozomalni maturaci, obejit autofagické rozpoznani nebo vyuzit komponenty

autofagického procesu k replikaci ¢i preziti.

4. 1. 1. Autofagie v obrané proti bakteriim a parazitim

Prvni indikace, ze intracelularni bakterie mize byt degradovana nécim jako je autofagicky
proces se objevila vice nez pfed dvéma desitkami let v morfologickych studiich
polymorfonuklearnich bunék infikovanych Rickettsia conorii. Nicméng, pied objevem slozek
autofagického mechanismu to bylo téZzké dokazat. Chybély markery jednoznaéné
identifikujici autofagozomy. S objevem novych technik, které selektivné znaci autofagozomy
a inaktivuji autofagické drahy v infikovanych bunikdch se podafilo prokdzat, ze autofagie je
dilezity mechanismus pro odstraiiovani intracelularnich bakterii a prvokd. Mnoho patogenii
vyvinulo strategie k ochran¢ pted autofagii nebo k vyuziti soucasti autofagického procesu ve
svlyj vlastni prospéch, ale obecné¢ molekuldrni detaily téchto strategii nejsou dobie

definovany.
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Jeden z prvnich naznakii, Zze autofagie mize hrat roli v imunité¢ proti intracelularnim
bakteriim, pfineslo pozorovani role PtdIns3P v nespecifickych imunitnich procesech. Bylo
znamo, ze PtdIns3P se ucastni vyvoje fagolysozomu a likvidace mikroorganismt hned po
jejich fagocytoze makrofagy. Tento poznatek inicioval vyzkum, Ktery odhalil roli zvySené
produkce PtdIns3P indukujici autofagii (PtdIns3P se podili na zahajeni autofagie pres mTOR
— pii odstranovani nékterych intracelularnich patogent, jako je Mycobacterium tuberculosis,
které blokuji normalni vyvoj fagolysozému). Gutierrez et al. 2004 popsal, Ze mykobakterie
usazené¢ ve zrajicim fagolysozému mohou byt zneSkodnény aktivaci bunécéné autofagie
(hladem nebo inhibici mTOR). Jina studie zjistila (Ogawa et al., 2005), Zze autofagie dokaze
identifikovat a zlikvidovat bakterie, které lyzovaly fagozom a unikly do cytosolu (Shigella
spp.) nebo extracelularni bakterie, které pronikly do cytoplazmy (Streptococcus) (Nakagawa
et al., 2004). Pozd¢ji byl seznam intracelularnich bakterii a paraziti, které jsou terCem
autofagie rozSifen napf. o Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Francisella

tularensis a Toxoplasma gondii.

Velikost autofagozémti pohlcujicich intracelularni bakterie byva podstatné vétsi nez téch,
které degraduji cytoplazmatické slozky. Velikost LC3-pozitivnich struktur vSak je u obou
podobna, coz naznacuje, Ze tvorba velkych autofagozému, které by mohly mit i odlisny

proces vyvoje neni vyhrazena pouze pro mikroorganismy (Yamamoto et al., 2006).

Experimentalné bylo zjisténo, ze v buinikach infikovanych T. gondii funguji dva stejné
vyznamné zpusoby autofagické eliminace patogenu, pricemz jeden vyzaduje naruSeni
parazitoforni vakuoly a druhy nikoliv. Zapouzdieni patogenu ve vakuole se tedy nezda byt

prekazkou pro jeho odstranéni autofagii (Ling et al.,2006; Andrade et al., 2006).

Mikrobialni proteiny nejspi§ mohou byt pro likvidaci pomoci autofagie 0znaceny
modifikacemi jako je ubikvitinace nebo jinymi zplsoby, které jest€ nebyly identifikovany.
Receptory jako jsou TLR, NOD-like receptory, mohou rozpoznat PAMP (patogen-associated
molecular patterns) a vést ke stimulaci autofagie. Stim souvisi moznost, Ze expozice
nékterych epitopll na povrchu mikroorganismii se muZe podilet na jejich cileni do
autofagozomu. Napiiklad u rodu Shigella vede expozice epitopu, ktery normalné exponovan
neni (v disledku maskovani jinym exprimovanym proteinem) k autofagickému odstranovani
bakterii v buiikach infikovanych mutanty postradajicimi epitop-maskujici protein (Ogawa et

al., 2005). Jinym moznym signalem spojenym s pfitomnosti mikrobti a autofagii, by mohla
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byt produkce reaktivnich kyslikovych intermediatli, ¢asto spjata s rozpoznanim patogent
hostitelskou buiikou, nebot’ je znamo, Zze indukuje autofagii (Djavaheri-Mergny et al., 2006;
Scherz-Shouvai et al., 2007).

Existuji nejméné ¢tyfi mozné zpusoby autofagické degradace intracelularnich patogent.

Obr. 5 Zpiisoby degradace patogenii. Mozné cesty autofagického mechanismu, kterymi jsou viry, bakterie a parazité cileni

do lysozomu, coZ miZe zahrnovat ubikvitin dependentni a independentni mechanismy. Jaké konkrétni adaptory se mohou

podilet na rozpoznani patogent, neni zatim znAmo. Pfevzato z Levine et al. (2011).

4. 1. 2. Autofagie ve virové obrané

Viry obecné, aby dokézaly realizovat sviy zivotni cyklus, nejspi§ témét vzdy potiebuji

uspesné Celit autofagii. MoZnost, Ze virus, ktery praveé vstoupil do buiiky, se mize stat teréem
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autofagie, nabizi vysvétleni, pro¢ Vv jedné buiice Casto musi byt velké mnozstvi virovych

partikuli, aby mohla byt progresivné infikovana.

V neuronech a fibroblastech infikovanych virem herpes simplex (DNA virus, ktery se
replikuje v jadie) jsou virové nukleokapsidy pohlcovany autofagozomy ve chvili, kdy
pronikaji zjadra do cytoplazmy. Zakladni neurovirulentni protein (ICP34.5) viru herpes
simplex je patogenni svou vazbou na Beclin 1 a plusobenim proti hostitelské autofagické
odpovédi. Gamma herpes viry mohou inhibovat Beclin 1 produkci Bcl-2 podobnych proteint
(rozli¢né zpusoby blokovani proteinu Beclin 1, miizeme nalézt i u jinych virl). Nékteré viry
mohou blokovat PKR (sav¢i typ elF2a kinazy, IFN-indukovatelnd dsRNA-dependentni
proteinkindza) antivirovou signalni drahu, potiebnou pro vyvolani autofagie ve virem
infikovanych bunkach nebo aktivovat PI3K tf. I — Akt (PKB) — mTOR drahu inhibice iniciace
autofagie (viz kapitola 2. 2.) (Levine, 2006).

Autofagie mize pravdépodobné za urcitych podminek byt ,,viru-pratelsky* proces, protoze
muze poskytnout virim zdroj intraceluldrni membréany, kterd slouZzi jako leSeni pro virovy
RNA replikaéni komplex, nutny pro cytoplazmatickou replikaci nékterych virt. Nejlépe
prostudované piiklady jsou sav¢i picornavirus poliovirus a puvodce mysi hepatitidy
(coronavirus). Pti infekci jednim z téchto virti, snizeni exprese gentt ATG snizuje virové titry.
Je v8ak zajimavé, ze picornavirus Drosophila melanogaster se také replikuje ve spojeni
s dvojitou membranou vakuol (morfologicky podobnou dvojité membrané spojené s replikaci
picornaviru u savct), ale ATG nejsou nezbytné pro normalni replikaci (Cherry et al., 2006).
To naznacuje, Ze pozadavky na autofagické mechanismy v generaci dvoumembranovych
vakuol, které podporuji replikaci picornaviru mohou byt specifické pro dany typ bun&k nebo
omezené na urcité fylogenetické hostitele. Kromé toho replikace viru vakcinie (DNA virus,
ktery se replikuje v cytoplazmé ve spojeni s dvojitou membranou vakuol) také nevyzaduje

autofagicky mechanismus (Zhang et al., 2006).

Autofagicky proces miize dodéavat virové nukleové kyseliny do endozomalné lokalizovanych
TLR v dendritickych bunkach in vitro, coz vede k produkci IFN 1. U infekce dvéma riznymi
sSRNA viry, produkce IFN dendritickymi buitkkami myS$i vyzadovala zivé (ne UV —

inaktivované) virové Castice, expresi TLR7 a Atg5 (Lee et al., 2007).

U mysi indukovana exprese Beclin 1 sniZzuje replikaci alfaviru i jim vyvolané neurondalni
apoptozy a chrani pred encefalitidou. RNA1 zprostiedkované umlcovani nékolika raznych

ATG podporuje replikaci viru tabakové mozaiky a apoptdzu infikovanych bunék. Autofagie
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tedy funguje v antivirové imunité in vivo nejen tim, ze omezi replikaci viru, ale omezi i viry

vyvolanou buné¢nou smrt, mize proto fungovat pii pfimé eliminaci virt.

4. 2. Autofagie ve specifické /adaptivni imunité

Adaptivni imunitni mechanismy reaguji na cizorodé struktury prostfednictvim vysoce
specifickych molekul a aktivuji se az po setkéni s danym antigenem. Jsou evolu¢né mladsi,
pomalejsi (dny, tydny), vedou k indukci tzv. ,, imunologické paméti“. Humoralnimi slozkami

jsou protilatky, bunéénymi hlavné T a B lymfocyty.

Umlceni riznych ATG ve specifickych populacich mySich lymfocyti ukazalo velky vyznam
ATG pro udrzovani standardnich mnozstvi B lymfocytti, CD4+ T bun¢k, CD8+ T bunck a
fetalnich hematopoetickych bunék.

4. 2. 1. Autofagie a prezentace antigenu

Objev, ze autofagozomy mohou dodavat endogenni antigeny do tzv. MHC Il — loading
kompartmenti (kde se MHC 11 tfidy plni antigennimi peptidy), pocal osvétlovat jednu z
velkych zahad antigenni prezentace — jak imunitni systém realizuje odpovédi Th lymfocyt na

intracelularni antigeny.

Bylo experimentdlné dokazano, ze inhibice autofagie 3 — methyladeninem zruSila ¢i sniZila
prezentaci nckterych endogenné exprimovanych bakteridlnich peptidi prostfednictvim
MHC Il (Nimmerjahn et al., 2003). Rovnéz farmakologické a genetické inhibice autofagie
snizuji prezentaci prostfednictvim MHC 1II endogenné syntetizovaného Epstein-Barr
nuklearniho antigenu 1 (EBNA1) a jinych virovych proteinii. Vysledkem fady studii bylo
zobecnéni, ze proces autofagie umoziluje pienos cytosolickych antigenii do pozdnich
endozomu a lysozoOmi (viz obrazek 4). AvSak EBNA2 a EBNA3C jsou pro MHC II
prezentaci piednostné zpracovany intracelularnim pfenosem a endocytdézou z média (Taylor et

al., 2006).
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U epitelidlnich bun¢k thymu cerstvé narozenych mysi transgenné exprimujicich GFP (green
fluorescent protein) znacené LC3, byla zjisténa vysoka hladina autofagické aktivity, coz
naznacuje, ze autofagie t€émto bunkdm umoziuje prezentovat vlastni antigeny lymfocytim pii
pozitivni a negativni selekci. Genetické poskozeni Atg5 (genovy knock-out) Vv epitelidlnich
bunkach thymu vede ke zméné pozitivni a negativni selekce pomocnych T bunék a

k autoimunité (Nedjic et al., 2008).

Béhem diferenciace autofagozomu v B lymfocytech, dendritickych a epitelialnich burikach
alespon jedna polovina vSech autofagozomu souvisi s tzv. MHC Il-loading kompartmenty.
To mutze byt velmi dulezité pro prezentaci antigenu, protoze cileni matrixového proteinu
(MP) chiipkového viru do autofagozomu vazbou s LC3, vedlo k mnohonasobnému zvyseni

MHC Il prezentace MP- specifickym Th lymfocytim.

Chaperonem zprostifedkovana autofagie (CMA, viz kapitola 2.3.1., obr. 4) se mtize podilet na
prezentaci prostiednictvim MHC II nékolika konkrétnich cytoplazmatickych antigeni.
ZvySena exprese LAMP2a nebo Hsc70 vede ke zvySeni MHC II prezentace vlastnich
cytosolickych antigenti, snizeni exprese Hsc70 zeslabuje na MHC 11 zavislou odezvu T bun¢k
na tyto antigeny (Zhou et al., 2005). Signal (KFERQ) iniciujici CMA je pfitomen u piiblizné
30% vsech cytosolickych proteinti (Cuervo, 2004).

4. 2. 2. Autofagie a homeostaza T bunék

Autofagie hraje jednu z ustfednich roli pfi rozhodovani mezi piezitim a indukci bunééné smrti
v mnoha typech bunék riznych typl organismi. Funguje jako mechanismus pro pieziti pti
nedostatku Zivin 1 dalSich formach bun&éného stresu a v jinych kontextech jako mechanismus
bunécné smrti, napt. v bunkach s defektni apoptézou nebo s velmi vysokou urovni autofagie.
Podle nedavnych studii se tato homeostaticka role autofagie vztahuje i na T buniky (Levine a

Yuan, 2005; Yoshimori, 2007).

Zasoba zralych perifernich T lymfocytd podléha ptisné regulaci, kterd zavisi na rovnovaze
mezi mnozstvim naivnich T bunék prochazejicich selekei v thymu a proliferaci efektorovych
T bunék - bunéénou smrti a diferenciaci. Role autofagie v prezivsich a proliferujicich T
lymfocytech byla zkoumana in vivo na smrtelné ozarenych mysich osidlenych krvetvornymi

bunkami z fetalnich jater Atg5-/- mysi. CD4+ a CD8+ T lymfocyty z Atgb5-/- mysi po
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stimulaci T bunééného receptoru selhavaji Vv efektivni proliferaci. V brzliku se vyvijeji
normalné, ale nedaii se jim osidlit periferii v disledku kompletni eliminace programovanou
bunécnou smrti. Jedna z interpretaci tvrdi, ze pti vystupu z brzliku jsou T bunky v dusledku
omezeni podpory trofickych faktorii (napi. IL — 7) vystaveny nutricnimu stresu a defektni

autofagie jim nedovoli pfezit toto obdobi (Pua et al., 2007).

Autofagicky proces muze za urcitych podminek nahradit apoptézu. Th2 buiiky se stavaji vice
odolnymi vici bunééné smrti vyvolané odnétim riustového faktoru, pokud je autofagie
blokovana pomoci farmakologickych nebo genetickych metod. Tento zptisob bunécné smrti
muze byt vyuzivan naptiklad virem HIV. Glykoproteinovy obal HIV navozuje autofagickou
bunécnou smrt vazbou na CXC — chemokinovy receptor 4 (CXCR4) neinfikovanych Th
(Espert et al., 2006). Vyznamnou roli autofagie je také eliminace autoreaktivnich T lymfocytl

v thymu.

Vzhledem Kk rozsahlosti molekularni interakce mezi autofagii a apoptdézou, neni divu, Ze

autofagie mize mit dvoji roli v T-bunééné homeostaze.

5. Zavér

Autofagie pravdépodobné vznikla k degradaci bunéénych slozek, recyklaci Zivin a zajisténi
pfeziti bunék Vv obdobi hladovéni. S velkou pravdépodobnosti, v konfrontaci mezi
primitivnimi eukaryoty a bakteriemi, se tato starobyld lysozomdlni degradacni cesta dale
vyvijela a stala se soucasti koordinované mnohondsobné obrany proti intraceluldrnim
patogeniim. Proces autofagie degraduje fadu intracelularnich patogentli, dodavad mikrobidlni
geneticky material a antigeny do potfebnych bunéénych kompartmentti za ucelem aktivace
ptirozené i adaptivni imunity. AvSak slozité regulacni drahy podilejici se na autofagii
poskytuji patogeniim znacnou Skalu moznosti jak tento mechanismus poskodit, obejit nebo

vyuzit ve sviij prospech.

Kromé obrany proti patogenim se autofagie podili na homeostaze imunitnich bunck a
pfipadné na prevenci zanctu nebo autoimunity. Velka vétSina molekuldrnich mechanismu

autofagického procesu a jeho interakci s okolim teprve ceka na objasnéni.
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