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Anotace

Tato bakalafska prace popisuje proces autofagie v€etné mechanismu jeji indukce
a detekce. Prvni Cast je vénovana proteinim a proteinovym komplexim, které
jsou pro tento proces nezbytné. V hlavni &asti prace jsou uvedeny zplsoby
indukce autofagie se zaméfenim na in vitro systémy. Shrnuty jsou jak chemické,
tak biologické zpusoby indukce zahrnujici napfiklad latky jako je lithium,
trehaléza nebo metformin. V dalSi asti prace je pak charakterizovana obrazova
cytometrie, transmisni elektronova mikroskopie a vybrané typy imunoanalyzy,
jakozto metody detekce autofagie v in vitro systémech. V zavéreéné Casti prace
pak nasleduje popis neurodegenerativnich onemocnéni, ktera souvisi

s autofagii.
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Title

Autophagy Induction and Detection in vitro

Annotation

This bachelor thesis is describing the process of autophagy including
mechanisms of its induction and detection. The first part of the thesis is dedicated
to the proteins and protein complexes that are essential for this process.
In the main part the possibilities of the autophagy focusing on in vitro systems are
introduced. Biological and chemical ways of induction including lithium, trehalose
and metformin are summarized. In the next part of the thesis the methods
of autophagy detection such as transmission electron microscopy, selected types
of immunoanalysis and image-based cytometry are characterized in in vitro
systems. In the final part of the thesis the neurodegenerative diseases connected

with autophagy are described.

Keywords
Autophagy, mTOR, induction, detection, neurodegenerative diseases.



SEZNAM OBRAZKU

Obr.1: Znazornéni mikroautofagi€............coeevviiiiiiiiiii e, 16
Obr. 2: Prabéh ¢aste¢né jaderné mikroautofagie pfi nedostatku Zivin ........... 17
Obr. 3: Znazornéni pusobeni oxidativniho stresu na rozpoznani KFERQ motivu
o] ot [ ed gF=T o L= o] 1T o PPN 18

Obr. 4: Pfesun, navazani a translokace proteinu, ktery je nasledné degradovan

lySOZOMAINIMI €NZYMY. c.uiiiiii e e 20
Obr. 5: Znazornéni procesu mitofagie ve vztahu K ER.................oooovviiiiiinnnnnnn. 22
Obr. 6: Autofagozom pfimo fuzujici S lySOZOMeEM..........ccovvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 23

Obr. 7: Schéma makroautofagie, pfi které autofagozom fuzuje s endozomem a

Y 2ST0 740 ] 11T o SRR 23
Obr. 8: Podjednotky komplexu ULKL. .........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 24
Obr. 9: Regulace komplexXu ULKL.........ccooooiiiiiiiiiie e 25
Obr. 10: Regulace komplexu ULK1 pfi nedostatku Zivin ................ccccovvvivvnnnnnn. 26
Obr. 11: Schéma komplexu PISKC3-CL.........cooviiiiiiiieeeieeeeie e 27
Obr. 12: Role konjugovaného komplexu Atg a LC3 pfi elongaci fagoforu........ 30
Obr. 13: Fuze autofagozomu s lysozomem za pfitomnosti mediatoru ............. 31
Obr. 14: Vztah lithia @ INOSIEOIU.........eveeiiiee e 33
Obr. 15: Trehaléza indukujici autofagii pfes komplex ULK1T ...........ccccevninnnnnnn. 34
Obr. 16: Indukce autofagie metforminem. ............ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 35
Obr. 17: Schéma plsobeni reaktivnich forem kysliku na autofagii................... 36
Obr. 18: Schéma indukce a naru$eni autofagie nano&asticemi ....................... 37
Obr. 19: Znazornéni indukce autofagie za pomoci nukleoporinu Tpr............... 38
Obr. 20: Obrazy z transmisniho elektronového mikroskopu............ccccceevvvvnnnn. 39
Obr. 21: Exprese LC3 v kultufe bunék NIH 3T3 ..., 42
Obr. 22: Exprese LC3 v burikach kosterniho svalu ............cccccceeeiiiiiiiniiiinnnnnn. 42
Obr. 23: Schéma detekce autofagické aktivity metodou ELISA in vitro............ 44

Obr. 24: Porovnani kontrolnich bunék a bunék, kde doSlo k indukci autofagie
nedostatkem Zivin Nebo rapamyCinemM ............oooiiiiiiiiiiiii e 45

Obr. 25: Schéma fluorescencniho obrazového cytometru ...........cccccvvvvvvevenneen. 45



UVODD ... 15
N U 1 () =T | TR 16
I N V11 o = 10 1 (0] = T | PPN 16
1.2 Autofagie zprostfedkovana chaperony.........ccccccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeeen, 17
1.3 Makroautofagie. ... 20

I 0 A 1 od = o S SUSPPRR 22

1.3.2  NUKIEACE ...t e e eeeees 26

1.3.3  EIONQACE ... 29

1.3:4  IMALUTACE ....coeviiieeeei ettt e e e e e e e s 30
2 INAUKCE AULOTAQIE ..uvueiii e 32
/22 R 11 U o o 32
2.2 TrENAIOZA ..o 33
P2 B \V = x (o1 1o 1 o O PP 34
2.4 Reaktivni formy KysliKU ... 35
P2 T P g o o= 1= [ o = PR 36
2.6 Autofagie indukovana nukIleoporiny...........cccceevieeeiiiiiiiiiiii e, 37
3  DetekCe autofagi .....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 38
4  Neurodegenerativhi ONEMOCNENI ..............uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaee 46
4.1  Alzheimerova ChOroba.............uuuuiiimiiiiiiiiiiiii e 46
4.2  Huntingtonova Choroba ... 48
4.3  Amyotroficka lateralni sklerdza..............ccccoooiiiiiiiiiis 49
B ZAVER ...t 50
6 POUZITALITERATURA .......ooooiiitieeeee et 51



SEZNAM ZKRATEK

AAF

AD
AKT

ALS
AMBRA1

AMPK

APP
Atg
ATP
Avd
AVi
BATS

CA
CEBPD

CLIP

CMA

CRM1

CTSD

DFCP1

DNA
DRAM

EF1A

faktor aktivity autofagie (Autophagy Activity Factor)

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s Disease)

serin/threonin proteinova kinaza B

(Serin/Threonin Protein Kinase B)

amyotroficka lateralni skler6za (Amyotrophic Lateral Sclerosis)
aktiva¢ni molekula autofagie regulované Beclin 1

(Activating Molecule in Beclin 1-Regulated Autophagy Protein 1)
proteinova kinaza aktivovana adeninmonofosfatem
(AMP-Activated Protein Kinase)

amyloidovy prekurzorovy protein (Amyloid Precursor Protein)
proteiny kddované autofagickymi geny (Autophagy Related Gene)
adenosintrifosfat (Adenosin Triphosphate)

autofagicka vakuola (Autophagic Vacuole)

autofagozom (Autophagosome)

sekvence cilici na autofagozom

(Barkor/Atg14 Autophagosome Targeting Sequence)
uhli¢itanova dehydrataza (Carbonate Dehydratase)

transkripCni faktor protein delta

(CCAAT/Enhancer-Binding Protein Delta)

protein na vnitfni membrané navazany na chromozomy
(Chromosome-Linkage Inner Nuclear Membrane Protein)
autofagie zprostfedkovana chaperony

(Chaperone Mediated Autophagy)

jaderny transportni protein (Chromosomal Maintenance 1)
katepsin D (cathepsin D)

protein 1 obsahujici FYVE doménu

(FYVE Domain-Containing Protein 1)

deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

modulator autofagie regulovany poskozenim
(Damage-Regulated Autophagy Modulator)

eukaryoticky translaéni faktor 1 alfa 1

(Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Alpha 1)



ELISA enzymaticky zna¢ena imunosorbentova analyza
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
FIP200 proteinova kinaza fokalni adheze
(Focal Adhesion Kinase Family-Interacting Protein of 200 kDa)
GFAP kysely glialni protein (Glial Fibrillary Acid Protein)
GFP zelené fluorescencni znaceni (Green Fluorescent Protein)
GSK-3B glykogenova serin/threoninova kinaza 3 beta

(Glycogen Synthase Kinase 3 Beta)

GTP guanosintrifosfat (Guanosin Triphosphate)

HOPS protein tfidici vakuoly (hsp70-hsp90 Organizing Protein)
hsc40 cytozolicky Sokovy chaperon (Heat Shock Protein 40)

hsc70 cytozolicky Sokovy chaperon 70 (Heat Shock Protein 70)

IMP inositol monofosfataza (Inositol Monophosphatase)

IP1 inositol monofosfat (Inositol Monophosphate)

IP2 inositol difosfat (Inositol Bisphosphate)

IP3 myo-inositol-1, 4, 5-trifosfat (Myo-Inositol-1, 4, 5-Triphosphate)
IPP inositol-fosfat fosfataza (Inositol-Phosphate Phosphatase)
JNK c-Jun-N-terminalni kinaza (c-Jun-K Terminal Kinase)

KFERQ pentapeptidovy proteinovy motiv Lys-Phe-Glu-Arg-GlIn
(Protein Pentapeptide Sequence Lys-Phe-Glu-Arg-Gin)

LAMP1 membranovy protein asociovany s lysozomem 1
(Lysosomal-Associated Membrane Protein 1)

LAMP2 membranovy protein asociovany s lysozomem 2
(Lysosomal-Associated Membrane Protein 1)

LAMP2A membranovy protein typu 2A asociovany s lysozomem
(Lysosome-Associated Membrane Protein Type 2A)

LC3 protein podobny ubikvitinu asociovany s mikrotubuly 3
(Ubiquitin-Like Protein Microtubule-Associated Protein 1 Light
Chain 3)

LIMP-2 lysozomalni integralni membranovy protein 2
(Lysosomal Integral Membrane Protein 2)

MDC monodansylkadaverin (monodansylcadaverine)

MFI stfedni intenzita fluorescence (Mean Fluorescence Activity)

mi mitochondrie (mitochondria)



MPTP

mLST8
mSIN1

mTOR

NRBF2

NRF2

OPTN
p62

Pacer

PAS
PE
PHLPP1

PISKC3

PISKR4

PI3P
PINK1
PIP2

PROTOR
PSENL1
PSEN2
PTEN
Rab

1-methyl-4-fenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridin
(1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine)

savCi smrtici protein (Mammalian Lethal with Sec-13 Protein 8)
proteinova kinaza aktivovana stresem

(Mammalian Stress-Activated Protein Kinase-Interacting Protein 1)
proteinova kinaza citliva na rapamycin

(Mammalian Target of Rapamycin)

nuklearni faktor vazajici se na receptor 2

(Nuclear Receptor-Binding Factor 2)

nuklearni faktor 2

(Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2)

optineurin (Optineurin)

sequestozom 1, protein vazajici se na ubikvitin (Sequestosome 1)
protein asociovany s UVRAG

(Protein Associated with UVRAG as Autophagy Enhancer)
preautofagozomaini struktura (Phagophore Assembly Site)
fosfatidylethanolamin (Phosphatidylethanolamine)

proteinova fosfataza bohata na leucin

(Leucine-Rich Repeat Protein Phosphatase 1)

fosfatidylinositol 3-kinazova kinaza treti tfidy
(Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related Kinase Class Ill)
podjednotka 4 fosfoinositid-3-kinazy
(Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 4)
fosfatidylinositol 3-fosfat (Phosphatidylinositol 3-Phosphate)
regulacni proteinova kinaza (PTEN-Induced Putative Kinase 1)
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)

protein vazajici rictor (Protein Observed with Rictor)

presenilin 1 (Presenilin 1)

presenilin 2 (Presenilin 2)

homolog fosfatazy a tensinu (Phosphatase and Tensin Homolog)
protein, ktery se vaze na GTP po jeho pfeméné z GDP
(GTP/GDP-Binding Protein)



RAPTOR
Rheb
RICTOR
ROS
SCARB2
SOD1
SQSTM1
Stx17

TBK1

TDP-43
TEM

TIP60
Tpr

TRAF6

ULK1

UPS

UVRAG

Vps15, 34
WIPI

regulacni protein asociovany s mTOR
(Regulatory Associated Protein of mTOR)
homolog Ras vyskytujici se v mozku

(Ras Homologue Enriched in Brain)

podjednotka mTOR nezavisla na Raptor

(Raptor Independent Companion of mMTOR)
reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)
vychytavajici receptor (Scavenger Receptor Class B Member 2)

superoxid dismutaza (Superoxide Dismutase)

sequestozom 1, protein vazajici se na ubikvitin (Sequestosome 1)

syntaxin 17 (Syntaxin 17)

serin/threoninova kinaza navazujici se na Tank
(Tank-Binding Kinase)

protein vazajici se na DNA 43 kDa (TAR-Binding protein 43)
transmisni elektronova mikroskopie

(Transmission Electron Microscopy)

histonova transferaza (Histone Transferase)

komponenta komplexu jadernych poru

(Translocated Promoter Region)

faktor asociovany s receptorem nadorové nekrézy

(Tumor Necrosis Receptor Associated Factor 6)
nekoordinovana proteinova kinaza

(Uncoordinated-51 Like Protein Kinase 1)
ubikvitin-protezomovy sytém

(Ubiquitin-Proteasome System)

protein rezistence proti UV (UV Resistance-Associated Gene)
protein tfidici vakuoly 15, 34 (Vacuolar Protein Sorting 15, 34)
protein interaguijici s fosfoinositidem

(WD-Repeat Domain Phosphoinositide-Interacting Protein 2)



uvoD

Cilem této prace je popsat proces autofagie, pfi kterém bunka natravi
poskozené slozky sebe samotné. Pro tento proces je charakteristické pohlceni
téchto slozek a jejich degradace lysozomalnimi enzymy. Autofagie slouZi
jako obrana bunky proti stresu, nedostatku zivin a toxickym metabolitim.
Rozlisuji se tfi hlavni druhy autofagie: mikroautofagie, makroautofagie a
autofagie zprostfedkovana chaperony. Makroautofagie je nejrozSifenéjSim
druhem autofagie a déli se na Ctyfi faze, kdy autofagozom postupné maturuje,
dokud neni dostate¢né vyvinuty ke splynuti s lysozomem. Pro makroautofagii je
stéZejnim proteinovym komplexem mTOR, na jehoz inhibici je zavisly cely
proces. Kromé jiz zminénych zpusobU indukce autofagie, mlze byt tento proces
spustén in vitro rznymi chemickymi latkami.

K detekci autofagie byly vyvinuty rdzné metody, které mohou detekovat
pocet autofagozomu nebo aktivitu autofagie s vyuzitim fluorescenéniho znaceni,
cytometricky nebo imunochemicky. NejCastéji pouzivané jsou pravé metody
imunochemické, jejichz vyhodou je dostupnost a neustaly vyvoj pouzZivanych
protilatek.

Defekty v procesu autofagie v mozku mohou vést kakumulaci
nezadoucich proteinu, coz mlze byt pfiina neurodegenerativniho onemocnéni

jako je Amyotroficka lateralni skleréza, Alzheimerova a Huntingtonova choroba.
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1 Autofagie

Autofagie je katabolicky proces, pfi kterém dochazi k lysozomalni
degradaci bunéfného materialu. Rozklad poskozenych cytoplazmatickych
protein( a organel pfispiva k udrzeni homeostazy a produkuje mnozstvi energie
(Honscheid, 2014; Tavakol, 2019). Podili se na fyziologickych procesech burky,
jako je degradace agregovanych a chybné sloZenych proteinu, odstrafiovani
dlouho Zzijicich bunék nebo na regulaci ristu (Ravanan, 2017). Ke spusténi
procesu autofagie muze dojit pfi posSkozeni bunélnych organel
a deoxyribonukleové kyseliny, pfi nedostateCném zasobeni kyslikem,
v okamziku, kdy na buriku pasobi oxidativni stres nebo je ovlivnéna IéCivy (Chen,

2018; Xin, 2017). Autofagii délime na tfi druhy.

1.1 Mikroautofagie

Pfi mikroautofagii ¢ast lysozomalni membrany invaginuje, a tak se vytvofi
endozom, ktery timto pohltii bunény obsah urCeny k degradaci. Po jeho
odskrceni do lumen lysozomu ve formé& malych vezikuld jsou tyto vezikuly
degradovany lysozomalnimi enzymy i s bunécnym obsahem (Obr. 1) (Ravanan,
2017). Dale se mikroautofagie déli na mikropexofagii, mikromitofagii a ¢astecnou

jadernou mikroautofagii (Galluzzi, 2017).

protein

0 mitochondrie '\

'z N

g @

9 —. JE— Recyklace nutrienti
3 a produkce energie
o

=

=

Lysozom Invaginace Degradace

Obr.1: Znazornéni mikroautofagie (upraveno dle Menikdiwela, 2020).

V procesu mikropexofagie dochazi k degradaci jiz nepotfebnych
peroxizomU. V mitofagii tfetiho typu, tedy mikromitofagii, se vezikuly uvolriuji
z vnitfni i vnéjSi mitochondrialni membrany, obsahuji oxidované proteiny

a zadleriuji se do lumen lysozomu (Lemasters, 2018). Casteéna jaderna
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mikroautofagie je selektivni autofagicky proces, ktery je indukovan nedostatkem
uhliku a dusiku. Odpovéd na tento nedostatek je regulovana proteinovym
komplexem citlivym na rapamycin mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)
(Dawaliby, 2010). Jaderné proteiny uréené pro degradaci jsou pohlceny vakuolou
a v misté spojeni jadra s jadernou vakuolou, dojde v invaginaci a odskrceni
vakuoly s materialem k degradaci (Obr. 2). Vzdy dochazi pouze k degradaci
jadernych proteint, nikoli DNA. Jejich rozliSeni zajiStuje kohibin a wvnitini
membranovy protein navazany na chromozomy CLIP (Chromosome Linkage
Inner Nuclear Membrane Protein). Pokud jedna z téchto komponent v bunce
chybi, nelze oddélit DNA a jaderné proteiny, proto k casteCné jaderné

mikroautofagii nedochazi, i kdyz je sama o sobé funk&ni (Verlhac, 2018).

jadro Nedostatek
Zivin
NVJ
vakuola @

jaderné proteiny kohibin

A 0
% ona komplex CLIP

Obr. 2: Prlibéh ¢aste¢né jaderné mikroautofagie pfi nedostatku Zivin

(upraveno dle Verlhac, 2018).

1.2 Autofagie zprostiredkovana chaperony

Cytosolicky chaperon hsc70 (heat shock protein 70) je protein, ktery
je schopen rozpoznat specificky pentapeptid v aminokyselinovém fetézci
poSkozenych a nefunkénich proteind a dopravit ho klysozomu. Na rozdil
od mikroautofagie se proteiny do lysozomu dostavaji pomoci membranovych
protein-translokaénich komplexu, s nimiz substrat tvofi translokaéni komplex.
Nasledné dojde k rozvinuti proteinu a jeho degradaci pomoci lysozomalnich
enzymu. Autofagie zprostfedkovana chaperony (CMA) je maximalné aktivovana
oxidativnim stresem, hypoxii, poSkozenim DNA a pfi nedostatku Zivin, ktery trva

alespon osm az deset hodin (Juste, 2019; Tasset, 2016).
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Pldsobenim oxidativniho stresu zacne nuklearni faktor NRF2 (Nuclear
Factor Erythroid 2-related Factor 2) indukovat transkripci hsc70 a proteinu
asociovaného s lysozomy LAMP2A (Lysosome-associated Membrane Protein
Type 2A). Chaperon hsc70 se navaze v misté specifického pentapeptidového
motivu Lys-Phe-Glu-Arg-GIn (KFERQ) na proteinu a interaguje s membranovym
proteinem LAMP2A na lysozomalni membrané (Ghavami, 2014). Pfitomnost
hsc70 na membrané lysozomu v podobé lys-hsc70 umoznuje naruseni kvartérni

struktury. Aktivita CMA je regulovana produkci a distrubuci LAMP2A (Obr.3).

"\
0

usczo, Lamp2a

KFERQ motiv
rozpoznavaci cast

Rozpoznani

Obr. 3: Znazornéni pusobeni oxidativniho stresu na rozpoznani KFERQ motivu proteinu
chaperonem. NRF2 (nuklearni faktor), hsc70 (cytosolicky chaperon) a LAMP2A (protein

asociovaného s lysozomy) (upraveno dle Dash, 2019).

Déle se na pfenosu proteinu klysozomu podili pomocné 3$okové
kochaperony hsp40 (Heat Shock Protein 40) a HOP (hsp70-hsp90 Organizing

Protein). Interakce s témito kochaperony je pro aktivitu CMA nezbytna. V dalSim
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kroku komplex chaperonu pfiseda na receptor LAMP2A na membrané lysozomu.
LAMP2A pienaS$i protein pfes membranu dovnitf lysozomu. Stabilita LAMP2A
na membrané je regulovana elongacnim faktorem EF1A (Eukaryotic Translation
Elongation Factor 1 Alpha 1), fosforylaci a defosforylaci glialniho kyselého
proteinu GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein). Stabilizacni efekt GFAP je
naruSovan asociaci EF1A s guanosintrifosfatem GTP. Stejné tak inhibuje aktivitu
CMA vysoka koncentrace mTORC2 v lysozomech pfes AKT serin/threoninovou
protein kinazu, ktera fosforyluje GFAP, ¢imz destabilizuje LAMP2A. Proteinova
fosfataza bohata na leucin PHLPP1 (Leucine-rich Repeat Protein Phosphatase
1) je schopna CMA aktivovat a to defosforylaci AKT. Na konci procesu autofagie
zprostfedkované chaperony dochazi k degradaci a preméné LAMP2A

z oligomerni na monomerni strukturu (Obr. 4).
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Obr. 4: Pfesun, navazani a translokace proteinu, ktery je nasledné degradovan
lysozomalnimi enzymy. GFAP (stabiliza¢ni faktor), mTORC2 (savci komplex proteind
obsahujici serin/threoninovou kinaza), AKT (serin/threoninova protein kinaza B), PHLPP1
(proteinova fosfataza bohata na leucin), GFAP (glialni kysely protein), Lys hsc70 (hsc70
na membrané lysozomu), LAMP2A (proteinu asociovaného s lysozomy) (upraveno dle Dash,
2019).

1.3 Makroautofagie

Zakladnim znakem makroautofagie je tvorba fagoforu, z néhoz maturaci
a zvétSovanim vznika autofagozom, coz je organela (vacek) s dvéma
membranami schopna fuzovat s lysozomem. Tak se k autofagozomu dostanou
lysozomalni enzymy a dochazi k degradaci jeho obsahu (Wen, 2016).
Lysozomalni enzymy, napf. katepsiny, hydrolyticky degraduji pohlceny material,
ktery je dopraven do Krebsova cyklu a vyuzit pro tvorbu ATP nebo syntézu
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proteinu (Honscheid, 2014). Podobné jako u mikroautofagie, existuje nékolik typ
makroautofagie.

Napfiklad mitofagie (Obr. 5), tedy mitochondrialni autofagie, se déli
do 2 odliSnych variant. Pfi nedostatku zivin jsou jednotlivé mitochondrie nebo jeji
fragmenty obklopovany membranou. VnéjSi kompartment takto vzniklych
mitofagozomu se okyseli, membrana zachycené mitochondrie je depolarizovana
regulacni proteinovou kinazou PINK1 (PTEN-induced Putative Kinase 1)
a nasleduje fuze slysozomem. Samotna depolarizace mitochondrialni
membrany stimuluje druhou variantu mitofagie, pfi které nedochazi k tvorbé
mitofagoforu ani Stépeni mitochondrie, ale je charakteristicka navazanim
autofagickych struktur obsahujicich mikrotubuly na povrch mitochondrie. DalSi
rozdil muzeme pozorovat pfi inhibici fosfoinositid-3-kinazy, ktera je schopna
blokovat mitofagii prvniho typu, druhého nikoli. K aktivaci mitofagie dochazi
napfiklad pfi poziti ethanolu. Jeho vlivem na depolarizaci mitochondrialni
membrany usnadnuje metabolismus jaterniho ethanolu a také indukuje mitofagii.
Pfi dlouhodobém vysokém pfijmu ethanolu se snizuje citlivost membrany
k depolarizaci. Ethanolem poskozené mitochondrie pak produkuji molekuly
spojené s jejich poSkozenim, které podporuji zanétlivé a profibrogenni reakce
(Lemasters, 2018).
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Obr. 5: Znazornéni procesu mitofagie ve vztahu k ER (upraveno dle Rambold, 2011).

1.3.1 Iniciace

Autogafie napfiklad u kvasinek zafina na vnéjSi strané vakuoly,
které se fika preautofagozomalni struktura PAS (Phagophore Assembly Site),
ale mize byt lokalizovana kdekoli v cytoplazmé. Zdrojem pro vytvoreni
membrany muaze byt endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie,
cytoplazmaticka membrana a endozomy (Ravanan, 2017). Vznikly autofagozom
muze fazovat slysozomem pfimo za vzniku autofagolysozomu (Obr. 6).
V lysozomalnich drahach vznika fuzi autofagozomu a endozomu amfizom, ktery
nasledné fuzuje slysozomem a dochazi k natraveni jeho obsahu (Obr. 7).
Amfizom je typicky pro axony neuronu, ale jemu podobné struktury se kromé
autofagie podili na sekreci mucinu poharkovymi burikami a jejich vyskyt mizeme

oCekavat také v enterocytech pfi hibernaci (Klionsky, 2016; Vistro, 2019).
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Obr. 6: Autofagozom primo flizujici s lysozomem (upraveno dle Klionsky, 2016).
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Obr. 7: Schéma makroautofagie, pfi které autofagozom flizuje s endozomem za vzniku

amfizomu a nasledné fazuje s lysozomem (upraveno dle Klionsky, 2016).

Vinicia¢ni fazi hraji dalezitou roli proteinové komplexy mTOR, coz jsou
serin/threoninové kinazy, které tvofi dvé funkéné odlisné jednotky mTORC1
a mMTORC2. Komplex mTORC2 se sklada z proteinu mLST8 (Mammalian Lethal
with sec-13 Protein 8), RICTOR (Raptor Independent Companion of mTOR),
mSIN1 (Mammalian Stress-activated Protein Kinase-interacting Protein 1)
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a PROTOR (protein observed with rictor). Podjednotky tvofici komplex mTORC1
je proteinova kinaza ULK1 (Uncoordinated-51 Like Protein Kinase 1), proteiny
kodované geny souvisejici s autofagii Atg13 (Autophagy Related Gene), Atg101,
protein FIP200 (Focal Adhesion Kinase Family-interacting Protein of 200 kDa)
a regulacni protein RAPTOR (Regulatory Associated Protein of mTOR), které
jsou vice citlivé na vyzivu bunky, proto pfi nedostatku zivin dochazi k inhibici
tohoto komplexu, €¢imz se aktivuje proces autofagie. Podjednotky Atg13 a FIP200
interaguji s ULK1 v jeho C-terminalni oblasti (C-konec). Dale se na ULK1
napojuje podjednotka Atg101 pfes N-konec na Atgl3 (Obr. 8). Tyto kroky jsou

nezbytné pro iniciaci a spravnou funkci celého déje (Ravanan, 2017).

Atg13

ULK1 komplex

Obr. 8: Podjednotky komplexu ULK1. ULK1 (proteinova kinaza A), FIP200 (protein
interagujici s fokalnimi adheznimi kinazami), Atg 13 a 101 (autofagické proteiny 13 a 101)

(upraveno dle Dossou, 2019).

Za normalnich podminek transportuje hydrolaza GTPaza mTORC1
k lysozomu, ktery obsahuje dalSi hydrolazu v-ATPazu nezbytnou pro aktivaci
MTORCL1. V lysozomu je mTORC1 aktivovan Rheb (Ras Homologue Enriched
in Brain). Takto aktivovany mTORC1 nasledné inaktivuje komplex ULK1
fosforylaci ULK1 a Atg13 za pfitomnosti regulaéni molekuly RAPTOR (Obr. 9).
Tato molekula dale reaguje s ULK1, a tak zprostfedkovava interakci mTORC1
a ULK1-Atg13-FIP200. Aktivovany mTORC1 zustava spojen s lysozomem

a spousti fosforylacni kaskadu, ktera napomaha preziti buriky a jeji proliferaci.
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Obr. 9: Regulace komplexu ULK1. MTORCL1 (serin/threoninova kinaza) fosforyluje ULK1
(proteinovou kinazu A) v oblasti Ser637, Ser757 (serin 637, serin 757) a Atg13 (autofagicky
protein) v oblasti Ser258 (serin 258) (upraveno dle Dossou, 2019).

Kdyz bunka strada, coz mize byt zpusobeno nedostatkem aminokyselin,
ristovych faktord, kysliku a ATP, se mTORC1 inhibuje a spojeni s lysozomem
se preruSi, protoze vazby vzniklé fosforylaci jsou rozruSeny fosfatazami,
dojde k disociaci mTORC1 a komplex ULK1 se aktivuje autofosforylaci
na Thr180, tudiz dojde k aktivaci autofagie touto cestou. Tento aktivovany
komplex nasledné spousti vznik autofagozomu. Samotny komplex ULK1 dokaze
ovliviiovat mTORC1, protoze dokaze fosforylovat jeho regulacni molekulu
RAPTOR. AMPK (AMP aktivovana proteinkinaza) komplex je také schopny
inhibovat mTORC1 fosforylaci Rheb a RAPTOR (Bareja, 2019). Takto aktivovany
ULK1 fosforyluje Atg13 a FIP200 a tim dojde k jejich aktivaci (Obr. 10). Mimo to
fosforyluje Beclin-1 ve fosfatidylinositol 3-kinazovém komplexu PI3K, ktery hraje
roli pfi tvorbé fagoforu a ten je nezbytny pro dalSi pribéh autofagie (Ravanan,
2017).
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Obr. 10: Regulace komplexu ULK1 pfi nedostatku zivin. TSC2 (rlistovy tuberinovy komplex),
mTOR (serin/threoninova kinaza), Raptor (regulacni protein), ULK1 (proteinova kinaza A),
Atg 101 (autofagicky protein 101), Atg 13 (autofagicky protein 13), FIP200 (fokalni adhezni
kinaza), AMPK (AMP dependentni proteinkinaza), Ser777, Ser637, Ser317 (serin 777, 637,

317), P (fosfat) (upraveno dle Dossou, 2019).

1.3.2 Nukleace

K nukleaci fagoforu je nezbytna aktivita lipidové kinazy treti tfidy PI3KC3
(Phosphatidylinositol 3-kinase-related Kinase Class Ill). Tato kinaza poskytuje
fosfatidylinositol-3-fosfat ziskany z fosfatidyinositolu na fagoforu. PI3KC3 vytvari
2 rizné komplexy. Komplex 1 lipidové kinazy treti tfidy PISBKC3-C1 se vaze
na Atg14, zatimco komplex 2 lipidové kinazy tfeti tfidy PI3KC3-C2 na protein
odolnosti proti UV UVRAG (UV Resistance-associated Gene). PISBKC3-C1 a jeho
podjednotky protein tfidici vakuoly Vps34 (Vacuolar Protein Sorting 34),
regulacni protein Beclin-1, genovy produkt PI3KR4 protein Vpsl5 (Vacuole
Sorting Protein 15, Gene Product of PIK3R4) a protein souvisejici s autofagii
Atgl4 (Atgl4L nebo barkor) (Kang, 2011). Do nukleace fagoforu se dale zapojuje
aktivaCni molekula AMBRA1 (Activating Molecule in Beclin-1-regulated
Autophagy Protein 1) a nuklearni faktor NRBF2 (Nuclear Receptor-binding

26



Factor 2) (Obr. 11). Za normalnich podminek zlstava PI3KC3-C1 spojen
s cytoskeletem. Jakmile se aktivuje ULKA1 komplex, presune
se do endoplazmatického retikula do omegazomu a zpUsobuje produkci PI3P
komplexem PI3KC3-C1 na fagoforu (Dossou, 2019). Omegazomy jsou rozSifené
Casti membrany endoplazmatického retikula, které vznikaji jako odpovéd
na syntézu PI3CK-C1. Uvnitf omegazomu mohou také vznikat autofagozomy
(Karanasios, 2013).

: ‘Bchlm
" NRBF2  Algl4
AMBRAI“ —( VpsiS
<_Vps34
PISKC3 komplex |

Nukleace

Fagofor

Obr. 11: Schéma komplexu PI3KC3-C1 (lipidova kinaza tfeti tfidy) nezbytného pro nukleaci.
Beclin-1 (regula¢ni protein), AMBRA (aktivacni molekula), NRBF2 (nuklearni faktor), Atg14
(autofagicky protein), Vps34, Vps15 (protein tfidici vakuoly 34, 15) (upraveno dle Dossou,

2019).

Aktivace PI3KC3-C1 je vyvolana kromé aktivace ULK1 také inhibici
MTORC1. Oba déje se projevi fosforylaci Beclin-1 na Serl5 a Ser30. Komplex
MTORC1 muize PI3KC3-C1 regulovat také pfimo, ato fosforylaci jeho
komponent Atg14, AMBRA1 a NRBF2. Atg14 je protein, ktery pfivadi komplex
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PIBKC3 k autofagozomu pomoci sekvence cilici na autofagozom BATS
(Barkor/Atg1l4 Autophagosome Targeting Sequence). Protein Atg14 také
usnadnuje interakci komplexu PI3BKC3-C1 s komplexem ULK1 prostfednictvim
interakce Atgl4 a Atgl3. Ukazalo se, Ze Atg14 je pfimy substrat pro mTORCA1,
ktery ho fosforyluje v misté Ser3, Ser223, Thr233, Ser383 a Ser40. VSechny tyto
vazby jsou dllezité, protoze v momenté, kdy by doslo na jakékoli z nich k mutaci,
nemohlo by dojit k inhibici aktivity PI3KC3-C1, kterou zplsobuje mTORC1, ¢imz
se zajistuje, aby nedoslo k inhibici PI3BKC3 lipidové kinazy. Fosforylace Atg14
v misté Ser29 se maze ucastnit i ULK1 a tim také aktivovat PI3BKC3-C1, ale i tato
reakce je zavisla na inhibici mTORCL1.

Za normalnich podminek, kdyz je AMBRA1 navazana pres Beclin-1
na PI3K, interaguje s lehkym fetézcem dyneinu, a proto se oddéluje komplex
PI3K od cytoskeletu. Pfi nedostatecné vyzivé burky, aktivni ULK1 fosforyluje
Serd65 a Ser635 a AMBRA1 se oddéluje od cytoskeletu, pfenasi PI3K
k endoplazmatickému retikulu a tim podporuje nukleaci. Za normalnich
podminek je AMBRA1 regulovana mTORCH1, ktery ji fosforyluje v misté Ser52.
Inhibice mTOR1 zpUsobuje jeji defosforylaci a AMBRA1 ma tak moznost
interagovat s faktorem TRAF6 (Tumor Necrosis Receptor Associated Factor 6)
asociovanym s nekrozou a s E3-ligazou, ktera pfipojuje ubikvitin na ULK1 v misté
Lys63. Tento proces indukuje kinazovou aktivitu ULK1, a tak ma mTORCA1
moznost negativné ovliviiovat autofagii nejen fosforylaci ULK1, ale i AMBRA1.

Aktivitu PISBKC3 komplexu ovliviiuje dale nuklearni faktor NRBF2. Jaky vliv
ma NRBF2 na autofagii zalezi na jeho fosforylaénim stavu. PISBKC3 muze
existovat ve dvou formach. Kdyz se NRBF2, fosforylovany mTORC1, navaze
v misté Vps34-Vps15, bude mit komplex negativni vliv na autofagii, protoze
aktivita lipidové kinazy bude nizka. V opacném pripadé, kdy NRBF2 nebude
fosforylovany z divodu inhibice mTORC1 nebo nedostateéné vyzivy bunky,
navaze se na komplex Atg14-Beclin1, tim zpUsobi hromadéni PI3KC3, produkci
fosfatidylinositol 3-fosfatu PI3P (Phosphatidylinositol 3-Phosphate), asociaci
ULK1 a tim autofagii ovliviiuje pozitivné. Autofagie, na které se podili NRBF2,
je naruSena ve fazi nukleace i ve fazi maturace autofagozomu, protoZe v nich
hraje roli PI3CK3-C1 a PI3CK3-C2. Z toho vyplyva, Ze interakce NRBF2 s Atg14,
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stejné tak s UVRAG, reguluje tvorbu autolysozomu. Vzhledem k tomu, ze NRBF2

je fosforylovan mTORCH1, hraje tento komplex hlavni roli pfi tvorbé membrany.

1.3.3 Elongace

Ke zvétSovani fagoforu dochazi, kdyZz omegazom zacne produkovat PI3P.
PI3P pfivadi protein interagujici s fosfoinositidem WIPI (WD-Repeat Domain
Phosphoinositide-Interacting Protein 2), coz je lidska forma Atg 18 a protein
obsahujici specifickou doménu FYVE DFCP1 (FYVE Domain-Containing
Protein 1) k omegazomu. K tomu, aby se vytvofila dvouvrstva membrana, musi
dojit ke konjugaci s proteinem, ktery je podobny ubikvitinu a asociovany
s mikrotubuly LC3 (Ubiquitin-like Protein Microtubule-Associated Protein 1 Light
Chain 3) pomoci komplexu Atg12-Atg5-Atg16L. WIPI se vaZze na Atg16,
dopravuje komplex Atgl2-Atg5-Atgl6L k fagoforu a tim usnadnuje lipidaci LC3.
Komplex Atg12-Atg5-Atg16L se pak stane soucasti konjugovaného systému, kde
enzym Atg7 pfenasi LC3-1 kAtg3 navazanému na komplexu Atg12.
Za pfitomnosti Atg3 a fosfatidylethanolaminu, ktery je slozkou membrany
fagoforu, muze dojit k samotné lipidaci a preméné LC3-I na LC3-11 (Obr. 12).

Pro lipidaci LC3 a tvorbu fagozomu je také nezbytna deacetylace LC3.
Negativni vliv na rlst autofagozomu ma mTORCH1, protoze fosforyluje protein
WIPI 2 a p300 acetyltransferazu, ktera acetylaci potlacuje aktivitu PI3CKS.
Acetylace LC3 zabranuje interakci s ubikvitinovou ligazou Atg7 (E1 Ubiquitin
Ligase), ktera by zpuUsobila jeho aktivaci. Kromé toho acetylace LC3 reguluje
transport LC3 mezi jadrem a cytoplazmou. Komplex mTORC1 interaguje s p300,
pfimo fosforyluje C-konce Ser2271, Ser2291, Ser2279 a Ser2375 a tim
se aktivuje. Pokud ma bunka nedostatek aminokyselin, defosforyluje se p300,
deacetyluje se LC3, roste interakce LC3-Atg7, lipidace LC3 a autofagozom
se zvétSuje. Ukazalo se, Ze ihladina proteinu WIPI je regulovana fosforylaci
v misté Ser395 komplexem mTORC1, coz usnadnuje interakci s ubikvitinovou
ligazou E3 (E3 Ubiquitin Ligase) a proteozomalni degradaci. Inhibice mTORC1
zvySuje stabilitu WIPI a nasledné i tvorbu autofagozomu. Takto mTORC1
ovliviuje. mnozstvi  WIPI  pfiautofagii  za  normalnich  podminek,

ale i pfi nedostate¢né vyZzivé burky (Dossou, 2019).
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Obr. 12: Role konjugovaného komplexu Atg a LC3 pfi elongaci fagoforu. LC3 (protein
podobny ubikvitinu asociovany s mikrotubuly), Atg 3, 5, 7, 10, 12, 16 (autofagické proteiny 3, 5,
7, 10, 12, 16), PE (fosfatidylethanolamin) (upraveno dle Kaushal, 2016).

1.3.4 Maturace

Kdyz je tvorba autofagozomu kompletni, muize dojit k splynuti
s lysozomem a degradaci pohlceného materialu. Interakci komplexu PI3CK3
s autofagozomem zprostfedkovava UVRAG (Obr. 10) a podobné jako Atg14
podporuje aktivitu Vps34 lipidové kinazy. Konkrétné interakce UVRAG
s proteinem pro tfidéni vakuol HOPS stimuluje fuzi autofagozomu a lysozomu.
UVRAG mulze ovliviiovat maturaci autofagozomu i negativné. Interaguje
s proteinem Run a tim zabranuje zrani autofagozomu podobné jako Beclin-1
nebo modulator bohaty na cystein Rubicon. Antagonistou Rubiconu je protein
propojeny s UVRAG, ktery zlepSuje maturaci autofagozomu tim, Zze k nému
pfiblizuje Vps34 a komplex HOPS.

Aby byla béhem autofagie udrzena homeostaza lysozomu, je nutna
pfeména jeho membrany. To znaci koneCnou fazi autofagie, kterou reguluje
MTORC1, v pfipadé dostatku zivin, fosforylaci UVRAG v misté Ser498
a stimulator asociovany s UVRAG Pacer (Protein Associated with UVRAG

as Autophagy Enhancer) (Obr. 13). Tuto reakci usnadfiuje interakce UVRAG
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s Rubicon, inhibuje aktivitu Vps34 (lipidova kinaza) a interakci komplexid UVRAG
a HOPS. Fosforylace UVRAG na Ser498 neovliviiuje pocCatecni faze autofagie.
Pokud burika strada a k fosforylaci nedoSlo, Rubicon reaguje s HOPS
a autofagozom je schopen dozrat. | kdyz je k vyvolani autofagie nutna inhibice
mTORC1, pro pfeménu membrany lysozomu je potieba jeho reaktivace, ktera
zajistuje fosforylaci UVRAG na Ser550 a Ser571, coz aktivuje Vps34 a vytvari
PI3P na lysozomu. Pokud by nedoslo k této reakci, deprivace zZivin by bunky

snadnéji usmrtila.

\\_/.
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Obr. 13: Fuze autofagozomu s lysozomem za pfritomnosti mediatorid UVRAG (protein

odolnosti proti UV) a Pacer (upraveno dle Dossou, 2019).

Regulace komplexti PIBKC3 je odlisna. Kdyz bunka strada, inhibice
mTORC1 zvySuje mnoZstvi PI3P v autofagozomu, které je regulovano pfipojenim
Atg14 k PI3BCK3-ClI, ale zaroven se sniZuje aktivita vazby UVRAG a PI3KC3-ClI,
a tak klesa mnozstvi PI3P vlysozomu i uvnitf bunky. Aby doSlo k fuzi
autofagozomu s lysozomem, je potieba komplex HOPS. Kromé toho fuzi
usnadnuje syntaxin-17 (Stx-17), ktery interaguje s komplexem Pacer a ten
pfenasi HOPS k autofagozomu. Interakci mezi Pacer, HOPS a Stx-17 zajistuje
acetylace Pacer TIP60 histonovou acyltransferazou. Pacer je také v misté
Ser157 fosforylovan mTORC1, a tak inhibuje jeho acetylaci. Pokud ma bunka

dostatek zivin, fosforylace zabranuje interakci HOPS a Stx17, coz brani maturaci
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autofagozomu. Naopak pfi nedostatku zZivin defosforylace komplexu Pacer

umoznuje interakci s HOPS a maturaci podporuje (Dossou, 2019).

2 Indukce autofagie

Pokud je autofagie z riznych davodu v bufice nefunkéni nebo jeji aktivita
neni dostacujici, je mozné ji v in vitro systémech vyvolat chemickymi latkami,
které se v téle bézné nenachazeji, ale mohou byt pouzity jako l€Civa. Tyto latky
mohou autofagii indukovat prostfednictvim komplexi mTOR nebo proteinové
kinazy AMPK. Autofagie mize byt vyvolana také stavem buriky, ktery pro ni je
ohrozujici, napfiklad pfi poSkozeni nékteré organely nebo pfi zvySené produkci

reaktivnich forem kysliku.

2.1 Lithium

Ke zvySeni aktivity autofagie se pfevazné vyuziva rapamycin, ktery
inhibuje negativni regulator autofagie mTOR. Mimo rapamycinu je mozné
indukovat autofagii lithiem. Lithium inhibuje inositol monofostatazu (IMP)
a inositol-fosfat fosfatazu (IPP), proto se spotfebuje volny inositol a nasledné
se snizi mnozstvi myo-inositol-1, 4, 5-trifosfatu (IP3) (Obr. 14). Indukce lithiem je
tedy nezavisla na komplexu mTOR. Indukci autofagie se redukuje pocet
mutantnich proteind, tim se bufikka chrani proti jejich toxicit¢ a rozvoiji

neurodegenerativnich chorob (Sarkar, 2005; 2008).
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Obr. 14: Vztah lithia a inositolu. IMP (inositol monofosfataza), IPP (inositol-fosfat fosfataza),
IP11 (inositol monofosfat), IP2 (inositol bisfosfat), IP3 (inositol trifosfat), PIP2 (fosfatidylinositol
4,5-bisfosfat) (upraveno dle Sarkar, 2006).

2.2 Trehaléza

Trehal6za je pfirodni disacharid, ktery se vyskytuje v télech rostlin,
bakterii, kvasinek, hub, hmyzu a bezobratlych. Pomaha chranit proti teplu,
chladu, oxidaci a vysychani, protoze brani denaturaci proteinl. Tuto ochrannou
funkci mdze mit i u sav€ich bunék in vitro, i kdyz jimi neni produkovana.
Dalsi funkci trehalézy je indukce autofagie a to aktivaci AMPK (Obr. 15), dale
pres LC3 a Atg5, tedy zplisobem nezavislym na mTOR. Tato indukce neni zavisla
na pfijmu zivin ani na pfitomnosti reaktivnich forem kysliku. Mimo jiné se ukazalo,
Ze trehaldza snizuje posSkozeni hematoencefalické bariéry zpisobené 1-methyl-
4-fenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridinem (MPTP). MPTP byva sou&asti syntetickych
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opioidl a vyvolava pfiznaky podobné Parkinsonové chorobé. Trehaldza se podili
na ustaleni hladin proteind tésnych spojeni, které jsou kvuli MPTP
Vv nerovnovaze. Této vlastnosti se da vyuzit také pfi |éCbé neurodegenerativnich
chorob (Hosseinpour-Moghaddam, 2018; Park, 2015).

Autofagozom

Indukce
autofagie

P | &

(ULKD
/* ®$ / Fagofor

ULK1 komplex

Trehaloza

Obr. 15: Trehal6za indukujici autofagii pres komplex ULK1 (upraveno dle Palhegyj, 2019).

2.3 Metformin

Metformin je bézné uzivané oralni antidiabetikum. Napomaha snizovat
inzulinovou rezistenci, a tak sniZzovat hladinu cukru v krvi. Mimo to se vyuziva
i pfi lé€bé rakoviny slinivky a melanomu. Je znamo, ze €innost AMPK zavisi
na energii mitochondrie. Metformin tuto energii snizuje a aktivuie AMPK,
¢imz podporuje autofagii. PuUsobenim metforminu se snizuje degradace
transkripéniho faktoru proteinu CEBPD (CCAAT/Enhancer-Binding Protein
Delta), v zavislosti na vys§im mnozstvi CEBPD se zvySuje transkripce genu
pro Atg3 aLC3 (Obr. 16). ZvySenou indukci autofagie Ilze detekovat
fluorescenénim barvenim nebo imunoblotem (Obr. 16). Vzhledem k tomu, Ze
autofagie mize mit pozitivni i negativni vlivy na 1é€bu nador(, ve vétsiné pripadu
zavisi ucinek na podané davce. Autofagie spusténa metforminem muaze mit vliv

antiapopticky. Naopak s rostouci se davkou metforminu se zvySuje procento
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apoptickych bunék. Tento narist mazeme sledovat pomoci fluorescenéniho
barveni nebo cytometricky. Kromé pusobeni na AMPK muze metformin také
aktivovat gen ACAD 10, ktery omezuje rust rakovinové populace bunék in vitro
(Li, 2020).
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Autophagy
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Obr. 16: Indukce autofagie metforminem. AMPK (AMP aktivovana proteinkinaza), CEBPD
(transkrip€ni faktor), Atg 3 (autofagicky protein 13), LC3 (protein podobny ubikvitinu asociovany
s mikrotubuly) (upraveno dle Tsai, 2017).

2.4 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou skupina radikal(, které jsou
produkovany bunikami pfi metabolismu kysliku a ve znacné mife jsou schopny
prispét k indukci apoptdézy i autofagie. ROS maiji na autofagii pfimy i nepfimy
efekt. Pfimo ovliviiuje autofagii nedostatek aminokyselin. V mitochondriich pak
vznika peroxid vodiku, ktery oxiduje Cys81 na Atg4, ¢imz brani delipidaci LC3,
bez které by k autofagii nedoslo. Nepfimo je autofagie indukovana fosforylaci
rustového tuberinového komplexu TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2), Raptor
nebo ULK1. Tuto reakci zajistuje AMPK (Kongara, 2012). Kromé toho jsou ROS
schopny indukovat aktivitu mitogen-aktivované proteinkinazy (MAPK), konkrétné
c-Jun-N-terminalni kinazy (JNK) (Obr. 17), jejiz kaskady se také vyuziva pfi |éCbé
malignich tumor (Li, 2020).
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Obr. 17: Schéma plisobeni reaktivnich forem kysliku na autofagii

(upraveno dle Kongara, 2012).

2.5 Nanodastice

Reaktivni formy kysliku jsou produkovany také v disledku setkani bunky
s nanocasticemi. Nanocastice, které touto cestou vyvolavaji autofagii, mohou byt
nanoCastice zlata, stfibra, fullereny a jejich derivaty, oxid titaniity a oxid
zeleznaty. Spolu s produkci ROS se fosforylaci aktivuje AMPK a proces
autofagie. Kromé vyvolani produkce ROS, pravdépodobné aktivuji nanocastice
autofagii i tak, Ze se zacleni do autofagozomu. Nezadoucim uc€inkem nanocastic
je osidleni lysozomU, pfiCemz dochazi ke zvySeni permeability lysozomalni
membrany a v duUsledku toho se kyselé hydrolazy uvolfuji z lysozomu
do cytoplazmy. Takto posSkozené Ilysozomy nejsou schopné fuzovat
s autofagozomem a nelze degradovat obsah autofagozom, proto dochazi
k hromadéni chybné slozenych proteinl a poskozenych organel v bunce
(Obr. 18). In vitro se po inkubaci a barveni monodansylkadaverinem MDC
(monodansylcadaverine) se takové vzorky analyzuji konfokalni mikroskopem.
Nanocastice oxidu zeleznatého zpUsobily akumulaci autofagozomu specificky

ve vzorcich rakovinovych bunék (Khan, 2012).
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Obr. 18: Schéma indukce a naruseni autofagie nanoéasticemi (upraveno dle Wang, 2017).

2.6 Autofagie indukovana nukleoporiny

Nukleoporiny jsou proteiny, které tvofi komplex jadernych pora.
Nukleoporin Tpr (Translocated Promoter Region) je lokalizovan na filamentech
uvnitf  jadra a umoznuje vymeénovat bunélny material mezi cytoplazmou
a jadrem. V autofagii hraje roli transkripéni faktor p53 a transportér proteinu
hsp70. Po depleci Trp se snizuje pocet jadernych pérl, p53 se transportuje
do jadra, kde se akumuluje a pfes modulatory DRAM (Damage-Regulated
Autophagy Modulator) reguluje autofagii indukovanou poskozenim. Nedostatek
Tpr zvySuje transkripci genu Atg7 a Atg12, které hraji roli v procesu autofagie.
(Obr. 19). Kromé toho také p53 interaguje s transportnim proteinem CRM1
(Chromosomal Maintenance 1), ale jeho deplece neindukuje autofagii tak
intenzivné jako deplece Trp. DUvodem muze byt pfispivani Trp pfi pfenosu hsp70
mMRNA do jadra a pfi transkripci autofagickych proteinti Atg7 a Atg12 (Funasaka,
2012).
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Obr. 19: Znazornéni indukce autofagie za pomoci nukleoporinu Tpr (upraveno dle
Funasaka, 2012).

3 Detekce autofagie

Elektronova transmisni mikroskopie je jedina metoda, kterou je mozné
sledovat autofagické struktury o velikosti nanometr pfimo v burnce v porovnani
s ostatnimi organelami. PFi selektivni autofagii je v podstaté vylouCena
cytoplazma. Naopak pfi neselektivni autofagii jsou slozky cytoplazmy nahodné
sekvestrovany, pfi ¢emz vznikaji autofagozomy. Ty jsou obklopeny dvouvrstvou
membranou. Amfizomy muzeme identifikovat podle pfitomnosti vezikult v lumen,
které fuzuji s endozomy. Autofagozomy maji jednu membranu a obvykle obsahuiji
organely v rizné fazi degradace, proto je nelze snadno rozeznat od lysozomu
nebo endozomu. Autofagozomy se vyznaduiji intaktni cytoplazmou obsahuijici
ribozomy a endoplazmatickeé retikulum, jsou obklopeny dvouvrstvou membranou,
pro kterou je typicky elektronové lucentni $tép. Autofagicka vakuola byva
identifikovana na zakladé ¢aste¢né degradovaného obsahu elektronové hustého
drsného endoplazmatického retikula (Obr. 20). Autofagickou vakuolou nazyvame

autofagozomy, amfizomy a autolysozomy.
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Obr. 20: Obrazy z transmisniho elektronového mikroskopu. AVi (autofagozom),
AVd (autofagicka vakuola), mi (mitochondrie) (Klionsky, 2016).

K pfesné identifikaci se vyuziva imuno-elektronova mikroskopie, kdy se
detekuji katepsiny a jiné lysozomalni hydrolazy. Dale mohou byt pro potvrzeni
pouzity také strukturni proteiny LAMP1, LAMP2 nebo SCARB2/LIMP-2.
Neexistuje jeden specificky proteinovy marker u€inny pro rozliSovani
autolysozom kvuli dynamické fuzi a vymeéné komponent (kiss-and-run), vzdy je
potfeba ovéfit dalSi marker, napfiklad znaeny LC3-CTSD (katepsin D),
okyselenim kompartmentu, pfipadné vylouc¢enim markeru jinych vezikularnich
komponentu.

| kdyZ neni mozné identifikovat jiz natravené struktury uvnitf autolysozomu,
lze vystopovat pfedesSla stadia jejich degradace. Nejprve dochazi ke zvySeni
hustoty organel, ktera jsou jesté stale rozpoznatelné. Nasledné se vytvafi vakuoly
s riznou hustotou. Ta se dale homogenizuje a stava se amorfni. Elektronova
hustota stadii mize byt rdzna. | u patologickych stavi se obvykle vIumen
vyskytuji autolysozomy obsahujici ¢aste€né natravené amorfni substraty. Tyto
autolysozomy jsou bohaté na hydrolazy a pfi téchto stavech je muzete
vidét v elektronovém mikroskopu jako nabobtnané dystrofické neurity
v mozkovych Fezech in vitro u neurodegenerativnich chorob a v tkanich

infilkovanych priony. VétSinou se vySetfuji asna i pozdéjsi stadia autofagie
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proteinu. Napfiklad superoxid dismutaza SOD1 (CuZn superoxid dismutaza) je
mnohem odolng&jsi vuci lysozomalni degradaci na rozdil od dehydratazy CA
(Carbonate Dehydratase).

Kromé autolysozomi muzeme pozorovat multilamelarni membrany. Jejich
puvod zatim neni zcela prozkouman, ale mohou byt tvofeny vrstvami fagoforu
a jsou pozitivni na LC3, mohou byt dukazem pro pfitomnost autolysozomu nebo
se vytvafii uméle béhem fixace.

PFitomnost struktur typickych pro autofagii Ize potvrdit imuno-TEM pomoci
protilatek a znaceni zlatem. Zlatem se zvyraznuji proteiny cytoplazmatického
puvodu a LC3. Znaceni LC3 zlatem také umoznuje detekovat obsah urceny
k degradaci. Autofagoproteazom se sklada z jednovrstvé nebo dvouvrstvé
membrany LC3-pozitivnich autofagozom(, které jsou specifickou soucasti
systému UPS (ubikvitin-proteazomovy systém). V tomto pfipadé se objevuji
antigeny LC3 a UPS. Jejich enzymaticka aktivita pusobi uvnitf organel misto
toho, aby se délila mezi domény rdznych bunék. A€ znaceni LC3 neni snadné,
objevuje se ¢im dal vic dostupnych komercnich protilatek. Je tfeba mit na paméti,
ze LC3 muze byt spojeno i s neautofagickych strukturami. Podili se také
na specializovanych formach endocytézy. Mimo to mize LC3 znadit vezikuly
uréené k exocytdze v sekre€nich systémech. Vzhledem k tomu, Ze se vyskytuje
malé mnozstvi proteinl, které jsou asociovany s autofagozomem, moznosti,
jak prokazat jeho aktivitu, jsou omezené. Kromé toho mohou byt proteiny
asociované s autofagozomem specifické pro kazdé typy bunék. Uspéch této
techniky tedy zavisi na kvalité protilatek, postupu, pfipravé a fixaci vzorku.
Pfi vyuziti TEM by mély byt poskytnuty kontroly, které prokazuji, ze pouZité
znaceni je specifické.

V klinické praxi je velmi obtizné zpétné detekovat LC3 ve vzorcich
fixovanych parafinem nebo formalinem, protozZe fosfolipidy obsaZzené v burikach
se s témito latkami misi a znaCeni zlatem pak neni efektni. Proto je vyhodné
v téchto pfipadech vyuzit metody, kdy je nalezen antigen a tkan nasledné
obarvena a oznacena protilatkou proti lidskému LC3 za pfitomnosti komplexu
avidin-biotin peroxidaza. Takto pfipravené preparaty je mozné pozorovat
ve svételném i TE mikroskopu. Obzvlast TEM dokaze odhalit aktivitu peroxidazy,

ktera reaguje prave ve vakuolach s pfitomnosti LC3. Pro vyhodnoceni je potfeba,
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kromé poctu aktivnich mist, vyuzit volumetrickou analyzu. Samy o sobé takto
ziskané udaje nejsou dostacujici, protoze autofagie je velmi dynamicky proces.
Autofagozomy se mohou pFeménovat velmi rychle, proto jejich velikost
nekoreluje s po¢tem degradovanych proteind. Ziskat tuto informaci by bylo
mozné pomoci kvantifikace autofagozomu v celé bufice pomoci fluorescencénich
metod, které odrazeji zmény v autofagickych strukturach a nasledné kvalitativné
ovefit TEM (Klionsky, 2016).

Jiz zminény autofagicky protein LC3, marker autofagozomu, ma
4 izoformy, z nich nejrozSifenéjSi je LC3B. Produkce LC3 se liSi u bunék
s dostate€nym pfijmem Zivin a pfi jejich nedostatku. KdyZ bunky strada a aktivita
autofagie je vy$si, pozorujeme tedy ve fluorescenénim mikroskopu vy$Si pocet
fluorescencnich bodu (Obr. 21, 22). Po syntéze LC3 se pfipojenim Atg4 méni
v LC3-I, ktery ma glycinovy zbytek na svém C-konci. LC3-l je nasledné
konjugovan s fosfatidylethanolaminem (PE) a vznika LC3-ll (LC3-PE). LC3-II
je lokalizovan na vnéjsi i vnitfni membrané autofagozomu. Po fuzi s lysozomem
je zvnéjSi membrany odstépen LC3 pomoci Atg4 a z vnitini je degradovan
lysozomalnimi enzymy. Ke zviditeInéni endogenniho LC3 nebo LC3 navazaného
na zeleny fluorescenc¢ni protein GFP (Green Fluorescent Protein) se pouZiva
fluorescenéni mikroskopie.

Diky fluorescenéni mikroskopii ziskame pocet fluoreskujicich bodu,
které odpovidaji mnozstvi LC3 nebo GFP-LC3, respektive poctu autofagozomu.
Pocty se odecitaji pfimo vizualné nebo pomoci softwar(. Je tfeba brat v Uvahu,
Ze po indukci autofagii je poCet LC3 nizsi a urcité mnozstvi LC3 je pozorovano
i pfi normalnich podminkach. Pokud by tato metoda méla urcit, zda je autofagie
aktivni nebo neaktivni, je na misté vyjadfovat procenta bunék v dané populaci

s takovym poctem fluoreskujicich bodu, ktery pfesahuje urc€itou danou hranici.
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Obr. 21: Exprese LC3 v kultufe bunék NIH 3T3. LC3 (protein podobny ubikvitinu asociovany

s mikrotubuly) (upraveno dle Mizushima, 2010).

Dostatek zivin

Obr. 22: Exprese LC3 v burikach kosterniho svalu. LC3 (protein podobny ubikvitinu

asociovany s mikrotubuly) (upraveno dle Mizushima, 2010).

Mimo mikroskopie se vyuziva LC3 i v biochemickych analyzach. Pfemény
membranového LC3-I na cytozolovy LC3-1l a GFP-LC3-1 na GFP-LC3-Il mohou
byt detekovany imunoblotingem s protilatkami proti LC3 a GFP nebo metodou
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ELISA. Imunoblot detekuje pfeménu LC3-I na LC3-Il, coz umozriuje urcit aktivitu
autofagie. Tato analyticka metody detekuje specificky protein ve smési proteinu
a k jejich separaci vyuziva elektroforézu. LC3-Il je velmi hydrofobni a jeho
molekulova hmotnost je vySSi nez LC3-I, proto v médiu migruje rychleji. | kdyz
mnozstvi LC3-1l koreluje s poétem autofagozomu, mize byt LC3-Il pfitomen také
v mySich embryonalnich fibroblastech pfi nedostatku FIP200 a Atgl4,
v embryonalnich kmenovych burikach pfi nedostatku Beclin 1 a v bunkach, kde
je potlacena exprese Beclin 1, Atg13, Atg 14 a Vps34, piestoze je autofagie
inhibovana (Mizushima, 2010).

Buriky se inkubuji a po nasledné frakcionaci se provadi enzymova
imunoanalyza ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) (Obr. 23), ktera je
technicky jednodu$Si nez imunoblot. ELISA se vyuziva ke stanoveni antigenu
i protilatek. Po indukci autofagie nedostatkem Zivin nebo rapamycinem,
se vyuzivaji protilatky proti LC3 a s avidin-biotin peroxidazou konjugované LC3
protilatky.  Mnozstvi LC3, které se stanovuje spektrofotometricky
nebo fluorescenéné, pak odpovida pocCtu autofagozomd. Tato metoda se
nepouziva ke stanoveni celkové aktivity a kinetiky autofagie, protoze neni mozné
najednou detekovat oba antigeny LC3-l i LC3-Il, ale ke zjisténi, jestli poCet
autofagozom roste nebo klesa. Kromé LC3, je markerem autofagie p62, ale jeho
pouziti je diskutabilni, protoZe se zapojuje také do tumorigeneze a oxidativniho
stresu. ELISA poskytuje poskytuje pouze relativni informace o aktivité autofagie
na rozdil od technik, které kvantifikuji pfeménu LC3-I na LC3-Il (Oh, 2017;
Lequin, 2005).
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Obr. 23: Schéma detekce autofagické aktivity metodou ELISA in vitro (upraveno dle Oh,
2017).

Funkci protilatek vyuzZiva také imunoelektronova mikroskopie vyuziva
specifickych protilatek proti proteinovym markerim autofagozomu, coz umozriuje
presnéjSi detekci autofagie v porovnani s transmisni elektronovou mikroskopii,
kde rozpoznani autofagickych struktur neni tak jednoznaéné (Martinet, 2005).

Fluorescencni obrazova cytometrie poskytuje rozsahlou analyzu bunék
na zakladé fluorescence. Fluorescence se vyuziva i pfi pouziti fluorescen¢niho
mikroskopu. NejCastéji se autofagie indukovana rapamycinem a nedostatek Zivin,
v téchto pfipadech se zacne uvniti bunék zvySovat pocCet autofagosomd, které
mohou byt znaéeny fluorescenénim barvivem (Obr. 24).

Svételné pole obrazového cytometru (Cellometer) vyuziva bilou LED diodu
a kfluoresce€nimu zobrazovani dvé LED diody monochromatické.
Tyto monochromatické diody se kombinuji s excitatnim nebo emisnim filtrem.
VétSinou se vzorek s fluorescenénim znacenim pipetuje do poditaci komurky.
Fluorescenéni signal je zachycovan dvéma zpusoby. Software analyzuje obrazy
ke svételného pole i zobou poli fluorescenénich. Pfi urCovani poctu
fluoreskujicich bodu bud secéte vSechny body a vyhodnoti tak celkovou
fluorescenci, podobné jako u pratokové cytometrie, nebo secte nejvyssi hodnoty
fluorescence vramci jedné buriky (Obr. 25). Software zachycuje obrazy
a detekuje jednotlivé fluoreskujici organely uvnitf buriky, coZ je pro pfesnou
detekci autofagozomd vyhodné. Cellometer kombinuje optické zvétSeni

a rozliseni kamery, z ehoz vznikne digitalni zobrazeni. Tyto obrazy se exportuji
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do softwaru pro prutokovou cytometrii, kde jsou analyzovany diky znaceni

zelenym barvivem Cyto-ID, ktera vstupuje do bunék pasivni difuzi.

o

Nedostatek zivin

Rapamycin

Obr. 24: Porovnani kontrolnich bunék a bunék, kde doslo k indukci autofagie

nedostatkem Zivin nebo rapamycinem (upraveno dle Chan, 2012).
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Obr. 25: Schéma fluorescenc¢niho obrazového cytometru (upraveno dle Chan, 2012).
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Cyto ID slouzi ke specifickému barveni autofagickych struktur v Zivych
bufikach. Pfed samotnou analyzou jsou bunky resuspendovany v meédiu,
stimulovany rapamycinem, nechaji se inkubovat a nasledné jsou obarveny
barvivem Cyto ID. DalSim vyuzivanym fluorescencnim barvivem je propidium
jodid, ktery barvi mrtvé bunky, protoze snadno prostupuje porusenou
membranou a vaze se na baze DNA. Pouziti téchto dvou barviv umozriuje ziskat
obrazy ze svételného i fluorescencniho pole, na kterych Ize rozeznat Zivé a mrtvé
buriky, tim padem cytometr dokaze vyhodnotit mnozstvi autofagozomud pouze
v zivych bunkach.

Z dat ziskanych ze softwaru obrazového i pratokového cytometru se
pocita faktor aktivity autofagie AAF (Autophagy Activity Factor) (Vzorec 1). AAF
je bezrozmérna veli€ina, ktera charakterizuje mnozstvi barviva Cyto ID v burikach
za pfitomnosti nebo absence induktoru autofagie. Analyza v tomto obrazovém

cytometru trva méné nez 2 minuty (Chan, 2012).

AAF =100 x MF[/rcuted B MF[C()ntr()/

MFI

treated

Vzorec 1: Vztah faktoru aktivitu autofagie a stfedni intenzity fluorescence. AAF (faktor
aktivity autofagie), MFI treated (stfedni intenzita fluorescence vzorku), MFI control (stfedni

intenzita fluorescence kontroly) (Chan, 2012).

4 Neurodegenerativhi onemocnéni

Pokud dojde k abnormalitam ve struktufe proteint, proteopatii, kumuluji
se vjadie a cytoplazmé bunék nebo extracelularné v tkanich. Abnormalni
proteiny jsou degradovany ubikvitin-proteazomovym systémem a procesem
autofagie. Pokud nejsou tyto déje v rovnovaze nebo jsou naru$eny, dochazi

k posSkozeni bunék a dysfunkci nervového systému.

41 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba AD (Alzheimer’s Disease) byla poprvé popsana

pfed vice nez 100 lety jako progresivni neurodegenerativhi onemocnéni,
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zpUsobené nahromadé&nim nespravné uspofadanych proteind, zanétlivymi
zménami a oxidativnim poSkozenim mozku. Nasledkem toho je ztrata
synaptickych spojeni a smrt neuronu. Alzheimerova choroba muize byt
zpusobena napfiklad mutaci genu kodujiciho amyloidovy prekurzorovy protein
(APP), presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2).

APP je transmembranovy protein, ktery ovlivhuje 3-katenin kotvici proteiny
k cytoskeletu a hraje tak vyznamnou roli v adhezi bunék na sebe. APP je Stépen
y-sekretazou na neurotoxicky peptid amyloid-B. Soucasti y-sekretazového
komplexu je presenilin-1 a presenilin-2. B-amyloidové proteiny se pak hromadi
extracelularné ve formeé plakl a intracelularné jako agregaty proteinu tau, coz je
protein produkovany neurony. V nékterych pfipadech muize byt funkce
y-sekretazy nahrazena apolipoproteinem E. Na degradaci amyloid-f se muze
podilet také enzym degraduijici insulin a ubikvilin-1 (Ghavami, 2014).

Rizeni &innosti insulinu, ktera je zodpovédna za energeticky metabolismus
mozku, cestou fosfatidylinositol 3-kinazovy komplex/proteinova kinaza B
PIK3/Akt je u osob s Alzheimerovou chorobou velmi snizena. Snizeni této
signalizace vede ke zvySené aktivaci glykogenova kinaza beta GSK-3f
(Glycogen Synthase Kinase 3 Beta), ktera je zodpovédna za zvySenou fosforylaci
tau proteinu a ukladani amyloidu-f. Do této cesty fizeni spadaji také komplexy
mTOR, protoze jsou aktivovany PI3K/Akt. Bylo zjisténo, Zze zvySené mnozstvi
amyloidu-3 koreluje se snizenym vyskytem mTOR. Z toho vyplyva, Zze zvySena
aktivace mTOR by mohla znamenat zlepSeni pfenosu vzruchu mezi synapsemi
a zlepSeni paméti u pacientd s Alzheimerovou chorobou.

Pozastavit neurodegenerativni onemocnéni Ize provést nepfimou aktivaci
nuklearniho faktoru NRF2 pfes AMPK nebo PI3K/AKT. Navic aktivovana AMPK
inhibuje serin/threoninovou kinazu GSK-3B a zvySuje aktivitu autofagie (Akhtar,
2020).

V porovnani s neurodegenerativnimi onemocnénimi, které jsou spojeny se
stafim, se pfi Alzheimerové chorobé v mozku vice akumuluji autofagické vakuoly
a nachazime také vysSi pocty dystrofickych neuritd, které tyto vakuoly obsahuiji.
Mnozstvi nestravenych proteinli predstavuje velkou zatéz pro mozek, protoze
zpusobuje axonalni dystrofii a pfispiva tak k rozvoji Alzheimerovy choroby.

Téchto autofagickych vakuol stale pfibyva, i kdyz je indukovana autofagie
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rapamycinem a exprese lysozomalnich hydrolaz. Lysozomy v dystrofickych
neuritech jsou schopné s akumulujicimi se autofagickymi vakuolami fuzovat,
ale selhavaji pfi degradaci jejich obsahu.

Jiz zminény transmembranovy protein presenilin-1 je Kkatalytickou
podjednotkou y-sekretazy, ale také hraje roli pfi okyseleni lysozomu, které je
nezbytné pro aktivaci lysozomalnich proteaz béhem autofagie. Tuto funkci
znemoznuje abnormalné zvySena hladina autofagickych substratd, naruSené
zrani a snizena aktivita katepsinu. Vzhledem k tomu, Ze autofagie je esencialni
pro pfeziti neuronu, lysozomalni poruchy vedou k patologii neuront a urychluji
jejich smrt.

Kromé dysfunkce lysozomul, mize k naruSeni autofagie vést i zvySena
exprese APP, coz vede k akumulaci autofagozoma, které obsahuji ¢aste¢né
natraveny material. O selhani autofagie svédci vyskyt LC3-II, ubikvitinovanych
protein a B-amyloidovy peptidi v autofagozomech. Tento stav se muze zlepSit
zvySenim ucinnosti lysozomalnich proteolytickych enzym(, expresi katepsinu B
a cytostatinu C (Nixon, 2011).

4.2 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je progresivni, autosomalni neurodegenerativni
onemocnéni zpusobené opakovanim tripletu CAG v genu kodujici glutamin
v proteinu, ktery se nazyva huntingtin. Tato mutace zpUsobuje hromadéni
glutaminu na N-konci huntingtinu. Po §té€peni huntingtinu mohou pravé tyto tvofit
oligomery a nasledné agregaty, které jsou toxické pro nervovou tkan. Fosforylace
proteinu, které zpusobuji neurodegeneraci, neovliviiuje pfimo proces autofagie,
ale muze usnadnit autofagickou degradaci téchto proteint. Mutantni huntingtin je
substrat pro autofagii, tudiz Ié€ba rapamycinem uspésné zvysila huntingtinovou
clearance. Huntingtin je autofagicky degradovan v celé své délce a jeho
odstrafiovani je na autofagii plné zavislé.

Bylo zjisténo, Ze v agregatech huntingtinu se objevuje mTOR,
coz zabranuje jeho aktivité v procesu autofagie, je tedy inhibovan. | kdyz
agregaty indukuji autofagii, tento proces dokaze degradovat pouze oligomerni
prekurzory huntingtinovych agregatu, protoze agregaty jako takové jsou vétsi

nez samotny autofagozom. Jako lé¢ba se inhibice mTOR pouzit neda, protoze
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hraje dualezitou roli i vtranslaci mRNA, transkripci, pfi vzniku ribozom

a pfi bunééném rastu (Sarkar, 2008).

4.3 Amyotroficka lateralni skler6za

Amyotroficka lateralni skleréza (ALS) je neurodegenerativni onemocnéni
asociované s akumulaci a agregaci chybné slozenych proteind, jako je superoxid
dismutaza 1 (SOD 1), TAR vazajici se na DNA protein 43 (TDP-43) a gen
CI90RF72. Proteiny, které jsou kédované geny asociované s touto chorobou,
se chovaji jako receptory pro proces autofagie, coz zlepSuje pohlceni
autofagickych substratl do autofagozomu. Pokud dojde k mutaci v genu
pro sequestrozom 1 SQSTM/p62, ktery koduje protein, ktery dopravuje proteiny
k selektivni autofagii, narusi se autofagicka degradaci mutantnich SOD1 a TDP-
43. Mutace proteinu optineurinu (OPTN) snizuje aktivitu autofagie a inhibuje
schopnost OPTN vazat LC3 a myozin VI, ¢ehoZz se vyuziva k pfesunu
autofagozomdu. Spolu s kinazou TBK1 (TANK-binding Kinase 1) OPTN hraje roli
v mitofagii, pokud jsou mutantni, mitofagie je nefunkéni. Tyto mutace také
narusuji navazani LC3 na autofagozom, tim se snizuje aktivita autofagie
a clearance mutantnich proteint. Nejcastéji je vSak ALS zplsobena mutaci genu
CI90RF72. Tento gen tvofi komplexy, které se chovaji jako faktor premény
guanosindifosfatu na guanosintrifosfat, ¢imz se aktivuje Rab8 a Rab39 a ty
nasledné figuruji v maturaci autofagozomu a interaguji s autofagickymi
receptory. Dale C9ORF72 muze interagovat s kinazou ULK1, ktera se podili

na tvorbé autofagozomu (D’Amico, 2020; Menzies, 2017).
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5  ZAVER

V této bakalarské praci je formou reSerSe shrnut proces autofagie, jsou
definovany jeho jednotlivé typy, charakterizovany proteiny a molekuly, které se
do procesu zapojuji a v neposledni fadé jsou zminény moznosti jeji indukce a
detekce in vitro.

Do procesu autofagie se zapojuje cela fada proteinu a proteinovych kinaz,
které Fidi cely proces od vytvoreni autofagozomu pfes splynuti s lysozomem po
komplexem pro signalizaci autofagie je mTOR. Pokud je tento komplex
z néjakého davodu vyrazen, spusténi autofagie muze probihat pfes signalizaéni
molekulu AMPK.

Za fyziologickych podminek i patologickych stavi mulze byt autofagie
indukovana uméle latkami, které plsobi na tyto signaliza¢ni kaskady, napfiklad
metformin, trehaléza nebo lithium.

V praci jsou zaroven shrnuty i metody vyuzitelné k detekci autofagie.
NejCastéji se jedna o imunoanalytické metody, obrazovou cytometrii nebo
transmisni a fluorescencni mikroskopii.

NaruSeni procesu autofagie je spojeno s celou fadou onemocnéni.
Zejména se jedna o onemocnéni nervové soustavy, ktera jsou zpusobena

hromadénim nezadoucich toxickych protein uréenych k autofagické degradaci.
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