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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Radiosensibilizace linie bunék nemalobunééného karcinomu

plic pomoci inhibitoru autofagie Lys05

Nédorova onemocnéni se v dneSni dob€ fadi mezi nejCastéj$i pii¢iny umrti
v celosvétovém meéfitku. Vyzkum v oblasti 1écby se proto zabyva vyvojem novych
metod, které by zlepSily zdravotni stav pacientli. Cilem této prace bylo zjistit, zda pouZiti
inhibitord autofagie v kombinaci s ionizujicim zatenim (IZ) pfispiva k radiosensibilizaci
bunééné linie nemalobunééného karcinomu plic H1299. Vychazeli jsme z ptedpokladu,
ze autofagie je cytoprotektivni mechanismus, ktery zajist'uje nadorovym buitkam ochranu
v nepfiznivych podminkdch jako napf. IZ. V praci jsme pomoci fluorescenéni
mikroskopie s pouzitim zeleného fluorescencniho barviva LysoSensor Green DND-189
studovali kvalitativni zmény bunék H1299 oSetfenych novym inhibitorem autofagie
Lys05 1 v praxi jiz zavedenym inhibitorem Bafilomycinem Al. Intenzitu fluorescence
jsme nasledné kvantifikovali pomoci priatokové cytometrie. Z vysledki vyplyva, Ze
pre-inkubace inhibitory autofagie v kombinaci s 1Z vede k morfologickym zménam
bunék a k akumulaci lyzosomt v bunikéch projevujici se zvySenim intenzity fluorescence.
Zaveérem lze fici, ze Lys05 je latka perspektivni, jejiz u€inek by mohl byt vyuzit

v radiosensibilizaci bunééné linie H1299.

Kli¢ova slova: autofagie, radiosensibilizace, bunétna linie H1299, nemalobunécny
karcinom plic, inhibitory autofagie, Lys05, Bafilomycin Al, LysoSensor Green

DND-189, fluorescenéni mikroskopie, pritokova cytometrie.
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Nowadays, tumor diseases belong to the world’s main causes of death. Research
in the area of tumor treatment deals with the development of new methods that improve
the health of patients. The aim of my diploma thesis was to find out if the usage of
autophagy inhibitors in combination with ionizing radiation (IR) contributed to
radiosensitization of non-small cell lung cancer cells H1299. It was based on an
assumption that autophagy was a cytoprotective mechanism leading to a cell survival
during stress conditions such as IR. In order to examine qualitative changes of H1299
cells pre-treated by the new autophagy inhibitor Lys05 or well known autophagy inhibitor
Bafilomycin A1 we used fluorescence microscopy in combination with green staining by
LysoSensor green DND-189. The intensity of fluorescence was quantified by flow
cytometry. The results have shown that pre-treatment by autophagy inhibitors in
combination with IR led to morphological changes of cells and to accumulation of
lysosomes within the cells manifested by the increase of fluorescence. In conclusion,
Lys05 is a promising substance, which could be used for radiosensitization of H1299

cells.
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UvVOD

Nadorova onemocnéni jsou v dne$ni dobé celosvétovym problémem, jemuz se
vénuje velkd pozornost. Se zvySujici se pramérnou délkou zivota a také
se zdokonalovanim diagnostickych piistrojii roste 1 pocet diagnostikovanych pacientii
trpicich néjakou formou nadorového onemocnéni. Velky diiraz je proto kladen na vyvoj
1é¢ebnych metod, které by vedly ke zlepSeni zdravotniho stavu pacientli postizenych

nadorovym onemocnénim.

Sou¢asné piistupy protinadorové terapie nejsou ani zdaleka dokonalé. Casto jsou
zatizené velkym mnozstvim nezadoucich ucinku, které zhorsuji celkovy 1é¢ebny proces
a brani Uplnému uzdraveni. Dal§im problémem je pomérné vysoka rezistence nadorovych
bunék, kterda vede k prohlubovani nezadoucich ucinkii. Hledani piistupti vedoucich

k zdokonaleni dosavadnich 1écebnych metod je proto nevyhnutelné.

V ramci radioterapie je nejvétsim problémem postizeni zdravé tkané, ktera je
ozatena spolu s tkdni nddorovou. Vysoké davky zareni pouzivané pii 1écbé rezistentnich
nadord maji za nésledek vétsi zatiZzeni okolni zdravé tkané. Pouziti chemoterapeutik t€sné
pred samotnym ozafenim vedoucich k radiosensibilizaci nadorovych bun¢k se jevi jako
logicky pfistup, jehoz vysledkem by mohlo byt zefektivnéni terapeutické metody a taky

sniZeni neZadoucich G¢inkl protinddorové terapie.

V ptedklddané praci se proto zabyvame U¢inkem dvou inhibitorG autofagie —
LysO5 a Bafilomycinu Al na nadorovou tkan nemalobuné¢ného karcinomu plic
v kombinaci s ionizujicim zafenim a sledujeme jejich potencialné radiosensibilizujici
ucinek. Lys05 je pfitom zcela novy, zatim komeréné nedostupny inhibitor, ktery byl
vyvinut v University of Pennsylvania, USA, a ktery mame moZnost otestovat diky

spolupréci s tymem Dr. Mc Affeeho.



TEORETICKA CAST

1

KARCINOM PLIC

Zhoubné nadory plic a pradusek jsou v literatufe Casto oznacovéany jako

bronchogenni karcinomy. Jedna se vétSinou o heterogenni nadory, u kterych jsou maligni

bunky rizné€ diferencované nebo se lisi histologicky (1).

V celosvétovém méfitku je karcinom plic nejcastéjSim typem zhoubného

novotvaru s vysokou nddorovou letalitou (2). Podle statistik pro rok 2015 se plicni

karcinom v Ceské republice fadi na druhé misto v incidenci zhoubnych nadorovych

onemocnéni hned za kolorektdlnim karcinomem; je vSak nejcastéjSi pricinou umrti

v ramci onkologickych diagnéz. U tohoto typu zhoubného nadoru jednoznacné pievazuje

vyskyt u muzl (3). Vyvoj hrubé incidence a mortality v ¢ase mizeme vidéet na obr. 1.
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Obr. 1 Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality zhoubnych nadori pridusnic,
pridusek a plic v CR - prevzato z (4)

Graf zobrazuje ¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych ptipadi na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet umrti na diagnézu na 100000 osob) zhoubnych nadorG prudusnic, pridusek

a plic v celé populaci CR.



1.1 Etiologie karcinomu plic

Exogenni faktory hraji hlavni roli pfi vzniku rakoviny plic. Je vSeobecn¢ znamo,
ze koufeni ma vliv na rozvoj karcinomu plic az v 80-90 % piipadi. Mezi dalsi vnéjsi
vlivy, jejichz expozice zvysuje riziko vzniku karcinomu plic, mizeme zatadit azbest,
nekteré¢ tézké kovy, organické slouceniny jako chlorované uhlovodiky, polycyklické

aromatické uhlovodiky ¢i nitrosaminy, ionizujici a UV zafeni, radon nebo viry.

S pfic¢inou vzniku karcinomu plic je také spojovana geneticka predispozice.
Podobné jako je to u dalSich typt rakoviny, zacind karcinom plic deaktivaci
onkogensupresorovych genll nebo aktivaci onkogenti. Onkogensupresorové geny maji
opacny ucinek nez onkogeny; omezuji bunéénou transformaci a proliferaci. Potencialné

nebezpecné protoonkogeny se vlivem karcinogenti méni na onkogeny.

Onkogeny tedy mizeme oznacit jako geny, které zplsobuji nadorové bujeni.
Pti karcinomu plic hraje dtlezitou roli onkogen K-ras, onkogen Bcl-2 a dalsi proteiny

ovliviujici apoptdzu.

S timto onemocnénim je také spojovano nékolik genetickych polymorfismii. Jako
pfiklad mizeme uvést zvySenou aktivitu cytochromu P450, kterd vede k zvySené tvorbé
karcinogenil z cigaretového koufe. Snizena aktivita glutathion-S-transferasy nezbytna pro
detoxikaci aromatickych uhlovodikii ¢i snizeni bunéénych repara¢nich mechanismu

DNA (5).

1.2 Nemalobunéc¢ny karcinom plic

Dle biologickych vlastnosti miizeme karcinom plic rozdélit do dvou zakladnich
skupin: malobunéény bronchogenni karcinom plic (SCLC — z anglického ,,Small Cell
Lung Cancer*) a nemalobunécény bronchogenni karcinom plic (NSCLC — z anglického

,»Non Small Cell Lung Cancer*).

NSCLC je charakteristicky pomalejSim ristem a vyskytuje se mnohem castéji
oproti SCLC. Metastazuje zejména lymfatickou cestou a na pocatku svého bujeni ma

lokalni charakter proliferace (1).
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Hlavni 1é¢bou NSCLC je chirurgicka 1écba, ktera dava pacientim nejvyssi
pravdépodobnost na dlouhodobé&jsi preziti. VétsSina pripadd je bohuzel ale
diagnostikovand az v pokrocilém stadiu a v tomto piipad¢ je radikélni chirurgicka 1écba

nemozna (6).

Studie pacienti 1éCenych behem poslednich let odhalily, Ze moznosti obvyklé
chemoterapie jsou vycerpany a je zde piedpoklad, ze jiné kombinace cytostatik nijak
vyznamné neprodlouzi zivot nemocnych s NSCLC. Dalsi vyzkumy se proto vénuji
biologicky cilené 1¢¢bé, ktera se zaméetuje na signalni cesty a moznosti jejich ovlivnéni.
V literatute byva tato 1éCba nékdy oznacovana jako intracelularni nebo molekularni

chemoterapie (7).

Mezi biologickou 1é¢bu mizeme zaradit inhibici signalni drahy fosfoinositol-3-
kinasy-Akt kinasy (PI3K-Akt), kterou budeme rozebirat v nasledujicich kapitolach.
Pii onkologickych onemocnénich byva tento komplex casto deregulovany. U NSCLC se
vyskytuje mutace genu PI3CA jen vzacné, zatimco amplifikace tohoto genu nachazime
zcela bézné, a to azu 31 % pripadi. U 24 % ptipadi mize zplsobit zvysenou signalizaci
dréhy PI3K-Akt nefunkénost proteinu PTEN (z anglického ,,phosphatase and tensin
homolog®), ktery hraje kli¢ovou roli v inhibici této drahy. Aktivace signalni drahy
PI3K-Akt stimuluje proliferaci a ma také inhibi¢ni Gi€inky na apoptdzu. Zvysena aktivita
serin/threoninové kinasy mTOR (z anglického ,,mammalian target of rapamycin®) je
popisovana u vice jak 50 % plicnich nddort. Nékteré inhibitory mTOR jiz postoupily do
klinickych studii.

V dnesni dobé patfi cilend terapie k nedilné soucasti 1¢cby pacientii s nadorovymi
onemocnénimi. Piisobi pfimo proti nddorovym bunkam, vyznacuje se tedy proto vyssi
specificitou a zaroven vykazuje niz8i toxicitu. Z prib&znych klinickych vysledki
jednoznacné vyplyva, ze inhibici nékterych cilovych struktur najednou dochazi

k obrovskému piinosu v 1€¢bé (5).
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2 AUTOFAGIE

Autofagie je pfirozeny bunécny proces, diky némuz jsou proteiny s dlouhym
polocasem rozpadu a poskozené organely degradovany pomoci lyzosomalnich enzymd.
Ugelem tohoto intracelularniho degradaéniho systému neni pouze jednoducha eliminace
materialu, ale slouzi také jako dynamicky recyklaéni systém, ktery vytvaii nové stavebni
kameny a energii pro udrzeni homeostazy (8, 9). Termin autofagie je odvozen z feckého

auto a phagos - ,,samotraveni®.

Autofagicky proces je dulezity pro udrzeni fyziologickych vlastnosti u zdravych
bunck a jeho porucha pfispivad k fadé onemocnéni, véetné rakoviny, neurodegenerace,
kardiovaskularnich poruch a infekci zpisobenych mikroby. Muze byt aktivovan jako
reakce na rizné podnéty — nedostatek zivin, kysliku ¢i ristovych faktord, ionizujici zafeni

(1Z), chemoterapeutika (10, 11).

Uloha autofagie v tumorigenezi je slozita a s velkou pravddpodobnosti zavisla
na postizené tkani a na typu nadoru, jez tumorigenezi vyvolal. Nadorové bunky jsou
béhem svého ristu vystaveny metabolickému stresu. V disledku nedostate¢né
vaskularizace a tim nedostatku kysliku, zivin a rastovych faktord, byva v hypoxickych
¢astech nadoru spusténa autofagie. Vzhledem k schopnosti autofagie odstranit poskozené
proteiny nebo organely, mize také slouzit jako mechanismus piezivani ozafenych bunék.
Vedle své role pfi udrzovani homeostdzy mize autofagie ptejit za velice nepfiznivych
podminek do tzv. autofagické bunétné smrti (programovand bunéénd smrt typu II).
Zustava tedy nejasné, zda-li autofagie slouzi jako cytoprotektivni mechanismus nebo se

podili spiSe na bunécné smrti. (11-13).

2.1 Druhy autofagie

Na zdkladé¢ autofagického mechanismu se rozliSuji tfi typy autofagie:
makroautofagie, mikroautofagie a autofagie zprostfedkovana chaperony. VSechny typy
jsou zakoncené proteolytickou degradaci cytosolickych slozek v lyzosomu.
Makroautofagie je povazovana za hlavni typ autofagie a byla zkoumdna nejvice

ve srovnani s mikroautofagii a chaperonem zprosttedkovanou autofagii (14).
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Pfi mikroautofagii jsou malé Casti cytoplazmy piimo pohlcovany lyzosomem
pomoci invaginace (15). Autofagie zprosttedkovana chaperony se podili na degradaci
proteinti selektivnim zptisobem. Tento druh autofagie nezahrnuje reorganizaci membran,
nybrz substratové proteiny pfimo piremistuje pres lyzosomalni membranu. Chaperonovy
protein Hsc70 s kochaperony specificky rozpoznévaji cytosolové proteiny, které obsahuji
pentapeptidovy motiv KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) nebo jeho strukturni analogy.
Transmembranovy protein Lamp-2A, ktery je izoformou Lamp-2, ptisobi jako receptor
na lyzosomu a rozvinut¢ proteiny jsou dodavany do Ilumen lyzosomu

pres multimerni transloka¢ni komplex (8, 16, 17).

U makroautofagie (dale jen autofagie) vznika organela zvana autofagosom.
Izolovand membrana neboli fagofor, sekvestruje malou ¢éast cytoplazmy, vcetné
rozpustnych latek a organel, za vzniku autofagosomu. Vnéjsi membrana autofagosomu
fazuje s lyzosomem za vzniku autolyzosomu, ve kterém je cytosolicky obsah nasledné

degradovan (8).

Zatimco byla autofagie u savci studovana jiz od 50.let, studium kvasinek nam
umoznilo porozumét tomuto procesu také na molekularni rovni. U savcd bylo
identifikovano 32 gent, které se podileji na autofagii a oznacujeme je jako geny
souvisejici s autofagii (Azg). Pro vSechny typy autofagie je potieba pravé 16 genil
(Atg-1-10, 12-14, 16 a 18) z vySe uvedenych (18). Proteiny Atg se mohou obecné rozdélit
do 6 skupin. 1) Kinasovy komplex ULK1 (ULK1-mAtgl3-FIP200-Atgl01) pro indukci
autofagie, 2) Atg9 pro recyklaci membrany, 3) tfida III komplex fosfatidylinositol-3-
kinasy (PI3K), 4) fosfatidylinositol-3-fostat (PI-(3)-P) zavazujici Atgl-Atgl8 komplex,
5) konjugacéni systém Atgl2-Atg5-Atgl6L a 6) konjugace Atg8 systému zahrnujici
fosfatidylethanolamin (Atg8-PE) pro expanzi membrany (19).

2.2 Proces autofagie

Autofagie je proces dynamicky, jeho pribéh miizeme rozdélit do nékolika

nasledujicich krok:

1) Indukce
2) Nukleace
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3) Elongace
4) Maturace

5) Degradace

Jak je shrnuto na obr. 2, béhem indukéni faze dochédzi ke vzniku izolované
membrany zvané fagofor. V elongaéni fazi se vznikly fagofor prodluzuje, obklopuje
vnitrobunéény materidl, ktery je urcen k degradaci, nasledn¢ se uzavira a vznika
autofagosom. V matura¢ni fazi flizuje autofagosom s lyzosomem a dochazi k degradaci
autofagosomalniho obsahu kyselymi proteasami lyzosomu. Lyzosomalni permeasy
a transportéry exportuji aminokyseliny a dal$i vedlejsi produkty rozkladu zpét
do cytoplazmy, kde mohou byt znovu pouzity pro vyrobu makromolekul

a pro metabolismus bunky (14).

Autofagozom
v
W °’ Lysozom
L ] -
AN (e® L,
lzolovana “oe ! -'-6 o
membrana /y oY, ©
Elongace

Autofagie

ndukce

Obr. 2 Faze autofagie - ptevzato a upraveno dle (20)

2.2.1 Indukéni faze

Autofagie probihé v zékladni mife téméf ve vSech buiikach. Miize byt aktivovana
na ruzné podnéty jako je hladovéni, hypoxie, oxidacni stres, infekce patogent, zatreni
nebo protinadorova 1é¢iva (21). NejbéznéjSim spoustéCem autofagie je nedostatek zivin.
U kvasinek je nejsilnéj$im stimulantem hladovéni dusikem, u rostlinnych bunék je to

dusikové nebo uhlikové hladovéni. U savcel je regulace autofagie pravdépodobné velmi
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komplikovana. Celkové vycerpani aminokyselin je jednim z nejsilnéjSich induktort

autofagie (22).

Pro spravnou indukci autofagie je nezbytna aktivace komplexu ULK1/2. Protein
mTOR, hlavni regula¢ni prostiedek indukéni faze, je atypicka serin/threoninova
proteinkinasa, ktera patfi do rodiny kinas 3-kinasy (PI3K) a je katalytickym jadrem dvou
odliSnych multiproteinovych komplexi, mTOR komplexu 1 (mTORC1) a mTOR
komplexu 2 (mTORC2) (23, 24).

Komplex mTORCI1 kontroluje autonomni rust bunky v reakci na dostupnost
aminokyselin, kysliku, energie, rustovych faktorti ¢i stresu a fidi progresi bunééného
cyklu. Komplex mTORC2 reaguje na riistové faktory a reguluje pteziti a metabolismus

bunék (23, 25).

Komplex mTORCI je tvofen mTOR kinasou a proteiny RAPTOR (z anglického
,regulatory-associated protein of mTOR®), mLSTS8 (z anglického ,,target of rapamycin
complex subunit LST8*“), DEPTOR (z anglického ,,domain-containing mTOR-
interacting protein“) a PRAS40 (z anglického ,proline-rich AKT1 substrate 1%).
RAPTOR pozitivné reguluje aktivitu proteinu mTOR, zatimco PRAS40 negativné
(26, 27). Komplex mTORC2 obsahuje mTOR kinasu a proteiny RICTOR (z anglického
»~rapamycin-insensitive companion of mTOR®), mlIST8, mSIN1 (z anglické¢ho
»-mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1“), PROTOR
(z anglického ,,proline-rich protein 5°) a DEPTOR. Struktura obou komplext je shrnuta

na obr. 3.

mTORC1 _ mTORC2

DEPTOR @

Obr. 3 Struktura komplexit mMTORC1 a mTORC?2 - ptevzato, upraveno dle (28)

Komplexy mTORC1 a mTORC?2 sestavaji z proteint mTOR, mLST8 a DEPTOR. Komplex
mTORCI1 obsahuje navic proteiny PRAS40 a RAPTOR, komplex mTORC?2 proteiny mSINI,
PROTOR a RICTOR.
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zatimco mTORC?2 se regulace autofagie netucastni (29). Inhibice komplexu mTORC1
vede k indukci autofagie, naopak stimulace mTORCI1 inhibuje tento proces (30).

Aktivita kinasového komplexu ULK1 je regulovana proteinem mTOR v zévislosti
na okolnich podminkéch. V podminkach dostate¢ného piisunu zivin interaguje aktivni
komplex mTORC1 (komplex mTOR a regulacni protein mTOR - RAPTOR)
s kinasovym komplexem ULK1 (ULKI1-mAtgl3-FIP200-Atgl01) piicemz dochazi
k fosforylaci proteini ULK1 a mAtgl3 a nasledn¢ k inhibici tvorby cilené membrany
kinasového komplexu ULKI. Naopak b&hem hladovéni se inaktivovany komplex
mTORCI1 disociuje z komplexu kinasy ULK1 coZz vede k fosforylaci komponent mAtg13
a FIP200, jejich pfipojeni do komplexu kinasy ULK1 a k indukci autofagie (18, 31).

Rozdil mezi autofagii u savcl a kvasinek je pfitomnost piechodného
preautofagosomu (PAS) v kvasinkach. Proteinovy komplex sloZzeny z Atgl
(serin/threonin kinasa), Atgl3, Atgl7, Atg29 a Atg31 je nezbytny pro tvorbu struktury
PAS a funkce v pocateCnim kroku tvorby autofagosomu u kvasinek. Podobné existuje
u savct komplex ULKI kinasy slozeny z ULKI1 (Atgl), mAtgl3 (Atgl3), FIP200
(Atgl7) a AtglOl. Na rozdil od kvasinek je vSak komplex kinasy ULKI u savch
pravdépodobné stabilné¢ vytvofen pro tvorbu autofagosomi bez ohledu na zivinové

podminky (18, 32).

2.2.2 Nuklea¢ni faze

Predpoklada se, ze plvodci autofagosomdlni membrany mohou byt rizné
organely, v¢etné¢ mitochondrii, Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula (33).
Kli¢ovou roli v pocatecnim kroku tvorby autofagosomu u savcich bun€k hraje komplex
1. tfidy PI3K. Ttida III PI3K (Vps34) je spojena s proteiny Beclin-1 (sav¢i homolog
Atg6 kvasinek) a pl50 (sav¢ci homolog Vpsl5 kvasinek) za vzniku komplexu jadra
PI3K III. tfidy (34).

Hlavnim reguldtorem nukleacni faze je protein Beclin-1, ktery je asociovan
s komplexem jadra tfidy III PI3K za vytvoteni fosfatidylinositol-3-fosfatu (PI-(3)-P) (35).

Za normalnich podminek je antiapopticky protein Bcl-2 prostiednictvim své BH3
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domény asociovan s proteinem Beclin-1 a inhibuje tvorbu autofagosomil. Naopak
pfi stresovych podminkach je Beclin-1 uvolnén z Bcl-2 diky aktivaci kinasy ROCK1
(z anglického ,,Rho associated, coiled-coil containing protein kinase 1), a muze tak
pokracovat ve své funkci v autofagii. Bcl-2 tedy negativné reguluje autofagii

prostiednictvim vazby s Beclin-1 (36, 37).

Beclin-1 interaguje se dvéma dalSimi molekulami, proteinem UVRAG
(z anglického ,,Ultraviolet irradiation resistant-associated gene protein‘) a proteinem
Ambral (z anglického ,,Activating molecule in Beclin-1 regulated autophagy*). Obé&
molekuly jsou pfitomny v komplexu lidského Vps34 a predpoklada se, Ze jsou

pozitivnimi regulatory autofagie (37).

A B Stresové
Normalni prostredi
prostredi

Inaktivace
Aktivace
Autofagie
Autofagie

Obr. 4 Aktivace komplexu tfidy III PI3K - prevzato a upraveno dle (36)

(A) V normalnim prostfedi, kdy maji buniky dostatek zivin a nejsou vystaveny dalSimu stresu,
potlacuji aktivitu ROCK 1 kinasy. Bc¢l-2 se tak asociuje s komplexem Beclin-1 (Vps34 a UVRAG)
a tim inhibuje tvorbu autofagosomu. (B) Kdyz je bunka vystavena stresu, stimuluje se ROCK1
kinasa. ROCK1 vaze a fosforyluyje Beclin-1 a narusuje tak vzajemnou interakci

Beclin-Bcl-2. Dochazi tak k aktivaci autofagie.
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Dal$im vyznamnym regula¢nim prvkem nukleacni faze je protein Rubicon, ktery
se nachdzi ve stejném komplexu s UVRAG pfi spojeni s Beclin-1. UVRAG muze
interagovat s komplexem jadra nezavisle na proteinu Rubicon, naopak u Rubicon se

predpoklada, Ze interaguje s Beclin-1 pfes UVRAG (38).

Nedavné studie odhalily dal$i z proteinti interagujici s Beclin-1, protein Barkor,
ktery se vaze na membranu slozenou z PI-(3)-P. Stabilni komplex Beclin-1-Barkor
umoziuje obéma proteinim synergicky podporovat a pozitivné regulovat autofagii
pomoci komplexu Vps34-VpslS5, zatimco exprese samotného Barkor je nedostatecna.
Diky tomu, ze se Barkor pfednostné¢ vaze na zakiivené membrany zabudované
s PI-(3)-P, je schopen dale udrzovat zakfiveni membrany, aby inicioval tvorbu

autofagosoméalni membrany (18, 38, 39).

2.2.3 Elonga¢ni faze

V pribéhu elongace hraji vyznamnou roli dva systémy — proteiny Atgl2 a LC3.
Pro prodlouZeni autofagosomalni membrany je nezbytné vytvoreni proteinové konjugace
Atgl2-Atg5 zacinajici aktivaci proteinu Atg7. Atg7 hydrolyzuje ATP, coz vede k aktivaci
Atgl2 a k pteneseni na Atgl0. AtglO katalyzuje konjugaci Atgl2 a Atg5 a nésledné
dochdzi k tvorbé multimerni struktury Atgl2-Atg5-Atgl6L (40, 41). Tento komplex je
lokalizovén na izola¢nich membranach béhem jejich prodluzovani, avSak je oddélen jesté

pred dokoncenim autofagosomalni tvorby (42).

Protein LC3 je klicovym prvkem pro kone¢ny krok tvorby autofagosomi. LC3 se
Stépi cysteinovou proteasou Atg4 a nasledné se konjuguje s membranovym lipidem
fosfatidylethanolaminem (PE) pomoci Atg7 a Atg3. Ve své konjugované formé je LC3
nazyvan LC3-II. Tato lipidovana LC3-II se pak spojuje s noveé se tvoficimi
autofagosomdlnimi membranami a ziistdva na zralych autofagosomech az do fuze

s lyzosomy (18, 41). Oba systémy jsou zndzornény na obr. 5.
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Obr. 5 Atgl2 a LC3 systémy - pievzato a upraveno dle (43)

2.2.4 Maturacni faze a degradace

V sav€ich bunkach zrani dospélych autofagosoml zahrnuje nckolik fuznich
procestt s vezikuly, které pochdzi z casnych a pozdnich endosomu, stejné jako
lyzosomi. Flizi autofagosomu s endosomy vznika struktura zvand amfisom. Nasledna

fuze autofagosomi nebo amfisomu s lyzosomy vytvari autolyzosomy (40).

Beclin-1 prostifednictvim interakce s Atgl4L reguluje tvorbu autofagosomil
a prostfednictvim interakce s UVRAG a Rubicon reguluje jejich zrani. Proteiny z rodiny
SNARE lokalizované ve vnéjSich a vnitinich membranach jsou zékladnimi prvky
intracelularni membranové fuze. Proteiny DRAM, které jsou pfitomny v membrané

lyzosomil, mohou regulovat pozdni stadia autofagie a fidit tvorbu autofagosomu. (44).

Vnitini membrana autofagosomli a bunéény material jsou poté degradovany
kyselymi lyzosomélnimi hydrolasami. Degrada¢ni produkty jsou uvolnény do cytosolu,

kde mohou byt znovu pouzity.
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2.3 Autofagie a bunécna smrt

Jak bylo popséno v ptfedchozich kapitolach, autofagie je povazovanad spise
za cytoprotektivni mechanismus. Umoznuje buiice prezit v dobé neptiznivych podminek
a je rozhodujici pro snizeni bunécného stresu, at’ uz se jednd o nedostatek energie,
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS — z anglického ,,Reactive Oxygen Species®),
genomickou nestabilitu, akumulaci nespravné prelozenych proteinti, poSkozeni organel

nebo mikrobialni infekci.

Programovana bunécna smrt (PCD — z anglického ,,programmed cell death®) je
zakladni biologicky proces, ktery je vysoce evoluéné konzervovan. Pti vyvoji zivocichii
je PCD dulezitym procesem pro odstranéni zbyte¢nych nebo piebytecnych bunek béhem
tvorby tkanového vzoru a pro udrzeni tkénové homeostazy. PCD také funguje
k odstranéni abnormalnich nebo poskozenych bunck, které jsou vystaveny

genotoxickému poskozeni ¢i infikovany patogeny (45).

Je vSak znamo tésné propojeni autofagie s nckolika cestami bunécné smrti
a odhaluje aktivni pfispévek autofagie ke smrti bun¢k. Pokud autofagie zastupuje funkéni
roli v procesu smrti, oznacujeme ji jako "autofagickd buné¢nd smrt". Souhra mezi
autofagii a bunéénou smrti je slozitd a riznoroda. V zavislosti na typu bunky, prostiedi
a podnétu mohou mit mechanismy autofagie a bunéné¢ smrti inhibi¢ni, aditivni

nebo dokonce synergické tcinky (46).

ZvySené autofagické markery a morfologické znaky autofagie v mnoha ptipadech
umirajicich bunék piivodné vedly prave k predpokladu autofagické bunécné smrti. AvSak
autofagie je proces aktivovany po bunécném stresu, a tak neni divu, ze buiikky umirajici
po vzniklém stresu vykazuji znaky autofagie. To znamena, Ze vétSina PCD neni
ve fyziologickych systémech doposud zprostiedkovana autofagii, a to ani v ptipadé, kdy

je bun&cna smrt doprovazena znaky autofagie (45).

Shen a Codongo (47) navrhli tii kritéria pro definovani autofagické bunééné smrti:
1) bunécna smrt nastdva bez Ucasti apoptozy, 2) doslo k narlstu autofagického toku,
nikoliv pouze k narlstu autofagickych markeri v umirajicich buiikach, 3) Ize zabranit
bunééné smrti potlaenim autofagie prostiednictvim chemickych inhibitori

a genetickych prostredk.
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Neexistuji zatim zadné piresvédCivé dikazy, které by odhalily specificky
mechanismus autofagické smrti. Je vSak pravdépodobné, Ze konstitutivni autofagie miize
nakonec bunku zniit. Otazkou zlstdva, zda-li autofagickd aktivita v umirajicich

bunikach je pricinou smrti nebo je ve skuteCnosti pokusem o jeji zabranéni (48).

2.4 Autofagie a nadorova onemocnéni

Je zndmo, ze autofagie je spojena s vyvojem nadord, avSak jeji piesnd role

v riznych stadiich nddorovych onemocnéni nebyla dosud zcela objasnéna.

Prvni zminka o autofagii jako o nadorovém supresoru vychazela z genetickych
studii genu Beclin-1. Beclin-1 je sav¢i autofagicky gen, ktery miize inhibovat
tumorigenezi a je exprimovan ve sniZzenych hladinidch v lidském karcinomu prsu,
vajecniku a prostaty (49). Studie s mysimi modely odhalily také vyvoj hepatocelularnich
karcinomt spojenych s alelickou ztratou Beclin-1. Tato zjisténi naznacuji, ze snizena

exprese autofagickych proteinii mize ptispét k tumorigenezi (50).

Mezi nadorové supresivni funkce autofagie mizeme zaradit 1) inhibici nekrézy
a zanétu, 2) ochranu pted oxidacnim stresem a genomovou nestabilitou 3) piispévek
ke smrti nadorovych bunck, 4) modulace protinadorové imunitni odpovédi, 5) inhibici

metastaz (51).

Na druhou stranu je autofagie ¢asto zmiflovana pro svou tumorogenni ulohu. Mezi
charakteristické rysy nadorovych onemocnéni fadime nezavislost na rlstovych
stimula¢nich signalech, neschopnost odpovidat na signaly inhibice rdstu, vznik rezistence
vluéi programované bunécné smrti, vznik neomezené prolifera¢ni kapacity, indukci
angiogeneze, vyvinuti invazivity do okolni tkan¢ a schopnost metastazovat (52). Béhem
rustu nadorti dochazi ke Spatné vaskularizaci a tim k nedostatku zivin a kysliku.
Autofagie byva v téchto oblastech aktivovana jako jeden z mechanismu pfispivajicich

k preziti nadorovych bunék (31, 53).
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2.4.1 Prirozené induktory autofagie

Hladovéni se tadi k nejucinnéjSim induktorim autofagie. Metabolicky stres
v mikroprostfedi nddortit vyvolany hladovénim aktivuje autofagii, kterda umoznuje

recyklaci organel a bilkovin, a tim zajisti energii potiebnou k pteziti bunék (51).

Kuma et al. ve své studii uvedli, Ze mysi s deficitem esencidlniho autofagniho
genu Atg5, ktery je nezbytny pro tvorbu autofagosomil, zemiely béhem jednoho dne
po porodu, a to z diivodu vycCerpani zivin béhem neonatalniho hladovéni. Novorozenci

s deficienci Atg5 vykazovaly sniZené koncentrace aminokyselin v plazmé a tkénich (54).

AMP-aktivovand proteinkinasa (AMPK) hraje vyznamnou roli pfi ochrané
pred metabolickym stresem a je aktivovana na zaklad¢ zvySeni poméru AMP:ATP.
Exprese AMPK pfispiva k toleranci hladovéni v nddorovych buinikach. Tuto skutecnost
popsali Kato et al. ve své studii na rakovinnych buiikach pankreatu. Ztrata tumorigenicity
rakovinnych bun€k pankreatu transfekovanych AMPK antisense RNA u mysi odhalila,
ze tolerance k hladovéni je kritickym faktorem pfi progresi nadoru a miize proto slouzit

jako novy cil pro 1écbu nadorti (55).

Hypoxie (koncentrace kysliku ~ 3 - 0,1 %) je silnym induktorem autofagie.
Prostednictvim hypoxii indukovatelného faktoru (HIF) jsou buiky schopné rychle
vyvolat odezvu bunécného pfeziti a tim aktivovat proces autofagie. HIF je kliCovy
transkripéni faktor, ktery umoziiuje rychlou adaptaci a preziti ve velkém rozsahu
v podminkach nizkych koncentraci kysliku. Ma dutlezitou funkci pii modulaci
mikroprostiedi nadord, pifi zjiStovani dostupnosti zivin a pii kontrole anaerobni
glykolyzy, intraceluldrniho pH a pieziti bun¢k. Tento proces je zprostfedkovan BH3
bilkovinami Bcl-2 / E1B 19 kDa interagujici protein 3 (BNIP3 / BNIP3L
(NIX)). Mitochondrialni asociované BNIP proteiny zprosttedkovavaji mitofagii, ktera je
schopna kontrolovat produkci ROS a poSkozeni DNA. Anoxie (koncentrace kysliku
<0,1 %) je schopna indukovat autofagickou odpovéd’ nezavislou na HIF, generovanou
prostiednictvim extrémni vyzivové stresové odpovédi, ktera zahrnuje AMPK-mTOR

(56, 57).

Nedostatek rastovych faktorG je dalSim vyznamnym induktorem autofagie.

Rastové faktory ovliviiuji schopnost bunék zadrzet dostate¢né mnozstvi zivin pro udrzeni
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produkce ATP a pro podporu samovolné makromolekuldrni biosyntézy. Katabolické
ucinky autofagie zajisti preziti bunék nezavislych na ristovém faktoru az po dobu

nekolika tydnt (58).

2.4.2 Autofagie a metastazovani

Metastazy jsou odpoveédné za vétSinu umrti souvisejicich s rakovinou. Mizeme je
oznacit za komplexni proces, ktery lze rozdélit do n€kolika krokti: 1) migrace nadorovych
bunck z mista priméarniho nadoru, 2) intravazace do vaskulatury nebo lymfatického ob&hu
a preziti v cirkulacnich systémech, 3) extravazace v sekundarnim misté tkéané,

4) kolonizace cilené tkan¢ (59, 60).

V ¢asném stadiu vyvoje rakoviny je autofagie schopna omezit metastatickou
progresi z mista primarniho nédoru tim, ze nepfimo inhibuje zanétlivou odpoved.
Podporou preziti bunék béhem hypoxie a metabolického stresu snizuje autofagie nekrozu
nadorovych bunék a naslednou makrofagovou infiltraci primarniho nadoru. NK buiky
a T-lymfocyty pfednostné inhibuji vyvoj nadoru. Naopak nékteré imunitni buiky jako
jsou makrofagy, B-buiky, granulocyty ¢i zirné builkky, mohou upifednostiiovat vyvoj

rakoviny (61).

Anoikis je PCD vyvoland ztritou bunécné adheze nebo nevhodnou adhezi
bun¢k. Adheze na extracelularni matrici je dalezitd pro spravné umisténi bunek k tomu,
aby doSlo k jejich ptfipadnému odstranéni pomoci apoptdzy. Pieziti a metastazovani
nadorovych bun¢k tedy zavisi na aktivaci mechanismi odoldvajicich anoikis (62).
Ackoli se zpocatku predpokladalo, Ze autofagie podporuje smrt t€chto oddeélenych bunék,
posledni studie ukézaly, ze chrani pfedevsim epitelidlni bunky od anoikis. Tato uloha

muzZe byt obzvlasté dulezitad v pozd¢jsich stadiich Sifeni nadoru a metastaz (61).
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2.5 Autofagie v ozarenych bunkach

V oblasti 1écby nadorG byly identifikovany dvé primarni formy autofagie.
Na zéklad¢ toho, jakou funkci plni autofagie v nadorovych bunkéach rozliSujeme:

1) cytoprotektivni formu a 2) cytotoxickou formu (63).

Ionizujicim zafenim indukovana cytoprotektivni forma autofagie poskytuje
buitkdm schopnost eliminovat toxické latky, jako jsou volné radikdly a poskozené
nebo nespravné slozené proteiny a organely. Dale také umoznuje bunkam zabranit

apoptdze a tim vede ke zvySenému piezivani naddorovych bunck (64).

Rada protinadorovych terapii indukuje autofagii. Zistava vsak otazkou, jestli
autofagie skute¢né ptispiva k ucinnosti 1é¢by. Vzhledem k tomu, Ze autofagie se bézné
vyskytuje v nddorovych buiikéch i pted jejich zdnikem, neni jasné, zda je pozorovana

autofagie cytotoxicky d&j nebo jen privodni jev v jiné bunécné smrti (65).

2.6 Inhibitory autofagie

V poslednich letech ptevlada nazor, Ze jednim z moZznych mechanismii vzniku
rezistence na protinadorové terapie muze byt aktivace cytoprotektivni autofagie. Toto
poznani vedlo k zavéru, ze by potencidlni inhibice autofagie mohla zvySit ucinnost
protinadorové 1écby. Neékolik studii s cilem sensibilizace nadorovych bunck bylo
s pouzitim inhibitori autofagie Uspé€$né¢ provedeno a mulzeme znich vyvodit, Ze

radiosensitizace pomoci inhibitorii autofagie je mozn4, ale ne u vsech typti nadort (66).

Vysledky ve studii Lomonaco ef al. ukazuji, Zze indukce autofagie piispiva
k radiorezistenci malignich gliomt a inhibitory autofagie mohou byt pouZity pro zvySeni
citlivosti CD133+ gliomovych kmenovych bunék na y-zéfeni (67). RovnéZz bylo
prokdzano, Ze gliomové buiky 1éCené autofagnimi  inhibitory mély
rozséahlejsi dvojvlaknové stépeni DNA neZ buiiky oSetfené samotnym zafenim (68). Chen
et al. ve své studii zkoumali G€inek inhibitoru 3-methyladeninu v ozafovanych buiikach
karcinomu jicnu TE-1 a vyhodnotili, Ze inhibice autofagie mliZze byt pouZita ke zvySeni

ucinnosti radioterapie (69).
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2.6.1 Lys05

Inhibitor Lys05 je bivalentni aminochinolinovy analog hydroxychlorochinu
(HCQ). Sloucenina je ve vodé rozpustnd a velmi rychle se akumuluje v lyzosomech
bun¢k. Pouziti LysO5 méa za nasledek zvySeni lyzosomalni hodnoty pH a inhibici

autofagie. V porovnani s HCQ je Lys05 desetkrat i¢innéjSim inhibitorem autofagie (66).

Lys05 inhibuje autofagii tim, ze se akumuluje v lyzosomech a deaciduje lyzosym.
McAfee et al. ve své studii 1é¢by xenograftu 1205Lu (melanom) prokazali, ze rozdil
ve velikosti lyzosomalni inhibice, ktery I1ze dosdhnout u Lys05 ve srovnani s HCQ
in vivo, je doloZen 34-nasobn¢ vys§imi koncentracemi Lys05 v lyzosomech nadorovych
bun¢k a souvisejicim zdvojnasobenim akumulace autofagickych vezikul (70). Inhibitor
Lys05 zatim neni komeréné dostupny, diky spolupraci s kolektivem Dr. McAfeeho mame

ale mozZnost s nim pracovat.

2.6.2 Bafilomycin A1l

Bafilomycin Al (Baf) je selektivni inhibitor lyzosomalni protonové pumpy —
vakuolarni ATPasy. Svym zptsobem inhibuje translokaci H +, coz zptisobuje akumulaci
H + v cytoplazmé 1é¢enych bun¢k. Zabraniuje zrani autofagnich vakuolil inhibici fuze

mezi autofagosomy a lyzosomy (71-73).

Yuan et al. ve své studii uvedli, ze Baf v nizké koncentraci (1 nM) ucinné
a specificky inhibuje a zabiji détské B-lymfocyty akutni lymfoblastické leukémie. Ve své
studii déale popsali inhibici autofagie nejen v pozdnim stddiu fuze autofagosomui
a lyzosomt, ale také v jeji Casné signalizaci, aktivaci mTOR a snizenim tvorby komplexu
Beclin 1-Vps34 (73). Mimo to je Bafilomycin A1l jiz zavedenym inhibitorem autofagie a

je proto vhodny pro srovnani uc¢innosti nového inhibitoru Lys05.
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3 CIL PRACE

Tato studie vychazi z predpokladu, ze autofagie je cytoprotektivni mechanismus,
jehoz ukolem je zabezpecit preziti bun¢k v neptiznivych podminkach jako je naptiklad
IZ. Predpoklada se, ze tento mechanismus je hojné vyuzivan nadorovymi buitkami
béhem radioterapie, a proto by méla inhibice tohoto mechanismu vést k radiosensibilizaci

nadorovych bun¢k.

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda pouziti inhibitort autofagie v kombinaci

s IZ ptispiva k eradikaci nddorovych bunék a vede k jejich radiosensibilizaci.

Z vySe uvedeného vyplyvaji dale nasledujici konkrétni body k feSeni:

— optimalizace metody vizualizace lyzosomi pomoci fluorescenéni mikroskopie

a prutokové cytometrie

— studium kvalitativnich zmén bun€k H1299 po ptidéani inhibitoru autofagie Lys05
a Bafilomycin Al pomoci fluorescenéni mikroskopie za pouZiti zeleného

fluorescenéniho barviva LysoSensor Green DND-189
— studium kvantitativnich zmén bunék H1299 po ptidani inhibitoru autofagie Lys05
a Bafilomycin Al pomoci pritokové cytometrie za pouziti zeleného

fluorescen¢niho barviva LysoSensor Green DND-189

— posouzeni vhodnosti zvolené metody pro studium radiosensibilizace nddorovych

bun¢k pomoci modulace autofagie.
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4
4.1

4.2

PRAKTICKA CAST

MATERIALY A METODIKA

Pristroje

Automatické pipety

Biirkerova komirka - MEOPTA

Centrifuga — Thermo JOUAN BR4i Multifunction

CO; inkubator — New Brunswick Galaxy 170R
Fluorescen¢ni mikroskop — Olympus BX51, Kamera — DP73
Hematologické pocitadlo krevniho diferencidlu — Hexan
Laminarni box — BioAir Safeflow 1.2

Lednice — Electrolux

Pipetor — Brand

Pocita¢ — HP, Programy — Cellsense Entry, Image-Pro Plus 7.0
Priatokovy cytometr — Beckman Coulter CyAn ADP
Svételny mikroskop — Olympus

Vodni lazen — Clifton

Vortex — Genius 3

Z4fi¢ — Chisobalt °°Co

Spotiebni material

6-jamkové kultivacni desticky — TPP

Buné¢na Skrabka — TPP

Centrifugacni a mikrocentrifuga¢ni zkumavky — TPP, Eppendorf

Mal4 kultivaéni lahev s filtrem (25 cm?) — TPP

Odmeérné sklo — sklenéné pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml), kadinky, odmérné vélce
Sklicka a kryci sklicka — Academy Science, Economy Hamburg

Stredni kultiva¢ni lihev bez filtru (75 cm?) — TPP

Spi¢ky — Eppendorf
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4.3

4.4

Chemikalie

70% ethanol — Lachner

Bafilomycin A1 — Sigma-Aldrich

DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) — Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich

Fetal Bovine serum (FBS) — Gibco

Lys05 — dar od Dr. McAfeeho (University of Pennsylvania)
LysoSensor Green DND-189 — Invitrogen, Thermo Fischer
Phosphate-Buffered Saline (PBS) — Sigma-Aldrich
Penicilin-Streptomycin (PNC) — Sigma-Aldrich

Trypanova modi — Sigma-Aldrich

Trypsin (TRP; 0,25% TRP-EDTA) - Gibco

Zakladni RPMI médium 1640 — Gibco

Biologicky material

Buné¢na linie H1299

Zdroj: American Type Culture Collection (ATCC), katalogové ¢islo — CRL-5803
Plvod: lidsky nemalobunéény karcinom plic (pochdzi z metastatického mista —
lymfaticka uzlina)

Charakteristika: morfologie — epitelialni, adherujici vlastnosti kultury, buiiky maji

homozygotni ¢asteCnou deleci proteinu p53, chybi exprese proteinu p53

Kryokonzervace: mrazici médium — kompletni ristové médium doplnéné 5%

DMSO, skladovaci teplota — kapalna faze dusiku

Pasazovani: 2x tydné (Po + Ct)

Kultivaéni podminky: teplota 37 °C, atmosféra — vzduch 95 %, CO25 %
Médium: RPMI médium + 10% FBS sérum + 1% PNC
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4.5 Priprava média

Kultivaéni médium musi spliiovat pro dané bunécéné linie vhodné fyzikalné-
chemické podminky. Tvoii obvykle tenkou vrstvu kapaliny nad kultivovanymi bunkami,
napodobuje extracelularni tekutinu a zajistuje tim difuzi kysliku a oxidu uhlicitého.
M¢édium obsahuje dostate¢né mnozstvi zivin, které bunky potiebuji pro Zivot a proliferaci
az po nekolik dni. Mezi vyznamné latky patii napf. anorganické soli, glukosa, pufry,

bilkoviny, ristové faktory, vitaminy, mastné kyseliny atd. (74).

PRISTROJE A POMUCKY

- Laminarni box, COz inkubator, vodni lazen, stiedni kultiva¢ni lahev bez filtru,

pipetor, sklenéné pipety

CHEMIKALIE

- Zakladni RPMI médium, FBS, PNC, 70% ethanol, dezinfekce — nafedéné
SAVO

POSTUP

Ve vodni lazni pii 37 °C nechame rozmrazit FBS a PNC. V lamindrnim boxu
do stiedni kultiva¢ni 1adhve bez filtru napipetujeme 178 ml zakladniho RPMI média (89%
média), 20 ml FBS séra (10% média) a 2 ml PNC (1% média). Médium promichame
a dbame na riziko kontaminace. Pfipravené zakladni médium skladujeme v lednici
pfi 4 °C, FBS a PNC skladujeme v mrazaku. Pouzité laboratorni pomicky davame
do dezinfekce. VSechny pfedméty je nutné pied vlozenim do lamindrniho boxu osttikat

70% ethanolem, aby se zabranilo kontaminaci.

4.6 Rozmrazeni bunék

Pti pouziti hlubokomraziciho boxu (teplota kolem -80 °C) Ize kultivované zivé
buniky uschovat po dobu n¢kolika mésicti az let. Pii zamrazeni je nutné dbat na riziko
poskozeni bun¢k krystaly vody, proto se do kultivacniho média ptidava vhodné

kryoprotektivum (nejcastéji DMSO). Mrznuti buné€k by mélo probihat pomalu, naopak
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rozmrazeni co nejrychleji. Dals§i moznosti uchovavani bunééné kultury je zmrazeni

v parach kapalného dusiku (74).

PRISTROJE A POMUCKY

- Laminarni box, vodni lazen, centrifuga, centrifugacni zkumavka, kadinka, mala

kultivacéni lahev s filtrem, kahan

CHEMIKALIE

- RPMI médium, 70% ethanol, dezinfekce — naiedéné SAVO
POSTUP

Ve vodni 1azni si zahfejeme RPMI médium na 37 °C a vytemperujeme centrifugu
na 24 °C. Vyndame buné¢nou linii, kterd se uchovava pii -150 °C, z mrazédku a dame
do kadinky s teplou vodou. Do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky napipetujeme 8§ ml RPMI
média a k tomu ptidame cely objem bunék ze zkumavky (1 ml — mnozstvi: 10%), kterou
jesté vyplachneme 1 ml média a ptfidame do centrifugac¢ni zkumavky. Centrifugujeme
pfi podminkach — 1100 rpm, 5 min, 24 °C. Do laminarniho boxu si pfipravime malou
kultiva¢ni lahev a fadné€ si ji oznacime — typ bunék, pasdz, datum, jméno. Dale do ni
napipetujeme 9 ml RPMI média. Po centrifugaci slijeme médium s peletou bun&k
v centrifuga¢ni zkumavce do odpadu a bunky resuspendujeme v 1 ml RPMI média.
Suspenzi bunék pieneseme do malé kultivacni ldhve s filtrem, opalime hrdlo a vloZime
do inkubatoru. Pouzité laboratorni pomiicky ddvame do dezinfekce. VSechny pfedméty
je nutné pted vlozenim do laminarniho boxu ostiikat 70% ethanolem, aby se zabranilo

kontaminaci.

4.7 Pocitani bunék

Nasi bunéfnou linii jsme pocitali pomoci Biirkerovy komurky. Biirkerova
komurka je specidlni podlozni sklicko, které je uprostfed rozdélené na dvé stejna pole
lezici 0 0,1 mm niZe oproti okoli. Po pfekryti krycim skli¢kem tak vznika prostor vysoky
0,1 mm, ve kterém se pocitaji buiiky. Biirkerova komurka byva vybavena také dvéma
pérovymi uchytkami, aby kryci sklicko pevné a pfesné¢ dosedlo na pocitand policka.

Pocitaci plocha je rozdélena trojitymi ¢arami na 9 velkych ¢tverct a dvojitymi ¢arami
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na 144 sttednich a 169 malych ctverct (75). Zobrazeni Biirkerovy komuirky mtzeme

vidét na obr. 6.

I
[
|
I

I
I |
i

EEEEEETEEEEETE B C
I
I
|

Obr. 6 Biirkerova komirka

(A) Zobrazeni Biirkerovy komirky (okraje jsou tvofené trojitymi ¢arami, aby byl ztetelny konec
mfiZky). (B) Detail po&itaci mfizky — plocha celého pole: 1 mm?; plocha étverce &.1: 1/25 mm? =
0,04 mm?; plocha ¢tverce ¢.2: 1/400 mm? = 0,0025 mm?. (C) Pravidlo pro pocitani bungk
v Biirkerové komtirce — vybereme si dvé sousedni strany (v tomto pfipadé horni a prava strana)
a pocitame vSechny buiky, které¢ lezi uvniti obrazce nebo se dotykaji zvolenych stran at’ uz zevnitt
¢i vné (oznaceny zeleng). Bunky dotykajici se protilehlych stran nepocitaime (oznaceny ¢ervené).
Po smiseni bunééné suspenze s roztokem trypanové modii — zivé bunky zistavaji svétlé

(neobarvené), modie zbarvené bunky jsou zemielé a nepocitame je.

VYPOCET

Zjistény pocet bunék / (objem pocitané ¢asti komiirky x fedéni vzorku)

PRISTROJE A POMUCKY

- Mikroskop, vortex, plastova pipeta, automaticka pipeta a Spicky, zkumavky,

Biirkerova komurka, kryci sklicko, buni¢ina, hematologické pocitadlo
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CHEMIKALIE

- Trypanova modft, 70% ethanol, dezinfekce — nafedéné SAVO
POSTUP

Smichame 50 pl bunécné suspenze a 50 pl trypanové modie. Pomoci vortexu
dikladné promichame. Na ¢istou Biirkerovu komtirku polozime kryci sklicko tak, aby
tésné ptiléhalo. Promichanou suspenzi naneseme do obou pocitacich mtizek (na hranu
kryciho sklicka); snazime se piedejit tvorbé bublin. Takto pfipravenou Biirkerovu
komurku vloZime do zorné¢ho pole svételného mikroskopu a po zaostfeni pozorujeme
pii sttednim zvétSeni (100x). Pocitdme vzdy Etverec po Ctverci, a to smérem zleva
doprava a shora dola dle pravidel uvedenych na obr. 6. Pocitani si mizeme usnadnit
pouzitim hematologického pocitadla. Po ukonceni pocitani, oddélime kryci sklicko

od Biirkerovy komiirky a diikladné ocistime (70% ethanol) a vytfeme do sucha.

4.8 Pasazovani bunék

PRISTROJE A POMUCKY

- Laminarni box, automatické pipety a Spicky, sklenéné pipety, pipetor, kadinka,

mala kultivacni 1ahev s filtrem, CO2 inkubator, vodni lazen, svételny mikroskop

CHEMIKALIE

- RPMI médium, TRP, PBS, 70% ethanol, dezinfekce — nafedéné SAVO
POSTUP

RPMI médium dadme zahtat na 37 °C do vodni 1azné. TRP vynddme z mrazéku,
nechame rozmrazit a zahtat na 37 °C. Do laminarniho boxu si pfipravime kadinku
na odpad a malou kultivacni ladhev s filtrem, kterou fadné popiSeme — bunécna linie,
pasaz, pocet bunék/objem, datum, jméno. Vyndame kultivované buiiky z inkubatoru,
zkontrolujeme okometricky a také pod svételnym mikroskopem. Vlozime do laminarniho
boxu, otevieme kultivacni lahev a slijeme celé médium pomoci sklenéné pipety
do odpadu, protoze buiiky jsou adherovany ke dnu kultivacni lahve. Oplachneme pomoci

PBS, zvolime takové mnozstvi, aby pokrylo celé dno kultivaéni lahve (2 ml). Vlozime
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do lamindrniho boxu jiz rozmrazeny TRP a napipetujeme Iml do kultivaéni lahve
s buiikkami a nechame 4 minuty plsobit. Pokud by se buiiky neodlepily ode dna, tento
postup zopakujeme nebo pouzijeme Skrabku. Vytahneme zahtat¢ RPMI médium z vodni
lazn¢ a vlozime do laminarniho boxu. Do kultiva¢ni 1dhve napipetujeme S5-nasobné
mnozstvi oproti TRP (5 ml) a pofddné¢ promichdme a resuspendujeme ve Spicce.
Ptipravime si dvé zkumavky, napipetujeme do nich 50 pl suspenze bunék a 50 pl
trypanové modie a spoc¢itame bunky podle postupu z predchozi kapitoly. Do nové malé
kultivaéni ldhve s filtrem odebereme 4 x 10° bun&k do celkového objemu 10 ml média.
Zkontrolujeme pod svételnym mikroskopem a ddme do inkubatoru. Pasdzujeme 2x tydné.
Pouzité laboratorni pomiicky dadvame do dezinfekce. VSechny piedméty je nutné
pfed vloZenim do lamindrniho boxu ostiikat 70% ethanolem, aby se zabranilo

kontaminaci.

4.9 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence je fyzikalni jev spo€ivajici v tom, Ze néckteré latky (fluorofory)
po excitaci svétlem urcité vinové délky emituji svétlo jiné vinové délky. Emitované zafeni
je charakterizovano vétsi vinovou délkou a niz$i energii oproti excitacnimu zafeni. Rozdil
mezi excitovanymi a emitovanymi vinovymi délkami se nazyva Stokestiv posun. Tento
posun souvisi se ztratou casti energie odliSnymi nefluorescenénimi procesy jako je
napf. uvolnéni tepla. Na vlnové délce je zavisla intenzita absorpce excitacniho zareni

1 fluorescenéni emise (76, 77).

Vyuziti tohoto jevu se stalo zdkladem fluorescencni mikroskopie. Fluorescenéni
mikroskopie je ¢asto vyuZzivana pro svoji vysokou citlivost. Stanovované fluoreskujici
latky mohou byt detekovany pii velmi nizkych koncentracich. Zakladni schéma

fluorescen¢niho mikroskopu mizeme vidét na obr. 7.

Pouziti excitacniho a emisniho (bariérového) filtru ndm zajisti vysoky kontrast
vuci pozadi (svételny signal na temném pozadi). Excitacni filtr propousti ze spektra pouze
¢ast potiebnou pro excitaci fluorescence. Emisni filtr umoZiiuje propousténi pouze emisni
Casti spektra, a naopak zabranuje pruchodu excitatniho svétla. Pii fluorescencni

mikroskopii se jako zdroj svétla pouziva pfevazné vysokotlakéd vybojka. Tyto vybojky
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byvaji umistény do lampové skiin€ z divodu vysokych vnitinich tlaka plynt ve vybojce
a extrémnich teplot. Zabranuje také tiniku kratkovinného UV zéfeni, které by pfi intenzité
vyvolané vybojkou, mohlo poskodit oci. V posledni dobé se do poptedi dostava
konfokalni mikroskopie, kde se jako zdroj zafeni pouziva laser. Zavérka (shutter) je
soucasti osvétlovace a jeji funkce je regulace prichodu svétla osvétlovacem. Dichroické
zrcadlo je tenkosténné zrcadlo, které je umisténé pod uhlem 45°. Odrazi svétlo
definovaného rozsahu vinovych délek a zabraiiuje propousténi svétla odlisnych vinovych
délek. Odrazi tedy excitacni zareni do objektivu a propousti emisni zafeni z objektivu

do okulart (76).

DETEKTOR

CREIE EMISNI FILTR

1

DICHROICKE
ZRCADLO —»

OBJEKTIV

\ ZDROJ SVETLA

EXCITACNI FILTR

VZOREK

Obr. 7 Obecné schéma fluorescenéniho mikroskopu - ptevzato, upraveno dle (78)

PRISTROJE A POMUCKY

- Fluorescenéni mikroskop, PC, podlozni skli¢ka, kryci skli¢ka, 6-jamkové
kultiva¢ni desti¢ky, automatické pipety, sklenéné pipety, pipetor, laminarni
box, CO; inkubator, vodni lazen, kadinka, jehla, velkd a malad centrifugacni

zkumavka, zaric¢
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CHEMIKALIE

- RPMI médium, PBS, DAPI, Lys05, Baf, DMSO, LysoSensor Green, 70%
ethanol, dezinfekce — nafedéné SAVO

POSTUP

Pro praci s fluorescenénim mikroskopem musime nejprve pfipravit bunéénou
linii. Do lamindrniho boxu dame osm 6-jamkovych desticek a kryci sklicka; vSe
pfed vlozenim ostiikdme 70% ethanolem. Do vSech 6-jamkovych desticek dame kryci
sklicka a pfiddme 2 ml RPMI média. Vynddme z inkubatoru malou kultivaéni lahev
s bunéénou linii H1299 a provedeme klasicky pasazovani a pocitani bun¢k (viz kapitola
4.7 a 4.8). Po spocitani bun¢k odebereme odpovidajici mnozstvi bunééné suspenze tak,
aby bylo v kazdé jamce desticky 10° bun&k. KrouZivymi pohyby opatrné promichame,
uzavieme, fadné popiSeme (bunécnd line, pocet bunék, datum, jméno), zkontrolujeme

pod mikroskopem a vlozime do inkubatoru. Nechame kultivovat 3 dny.

Po 24 hod ptfiddvame do vSech 6-jamkovych desti¢ek ptislusné inhibitory
autofagie v riznych koncentracich. Inhibitor Lys05 pfiddvame tak, aby byla
vysledné koncentrace 0; 2; 4; 8; 16; 32 uM a pro inhibitor Baf vysledna koncentrace 0;
5; 10; 15; 20; 25 nM. Lys05 mame k dispozici jako praSek, musime ho tedy prevést
do roztoku. Vypocitanou navazku rozpustime v 1 ml PBS a dale spocitame kolik budeme
pfidavat inhibitoru Lys05 do jednotlivych jamek pro riizné koncentrace. Baf mame jiz
ve form¢ roztoku a fedime v1 ml DMSO. Po vypocitani piidavki inhibitord,
napipetujeme automatickou pipetou presné mnozstvi do kazdé jamky podle koncentraci,
uzavieme a krouZivymi pohyby opatrné promichdme. Nechdme 1 hod inkubovat
v inkubdtoru. Poté jednotlivé desti¢ky nechame ozafit — 0; 2; 4; 8 Gy (1 desti¢ka Lys05
a 1 desticka Baf — 0 Gy, 1 desticka Lys05 a 1 desticka Baf — 2 Gy, 1 desticka Lys05
a 1 desticka Baf—4 Gy, 1 desticka Lys05 a 1 desticka Baf — 8 Gy, celkem tedy 8 desticek).
Po ozéteni vlozime znovu do inkubatoru a nechame buiiky déle kultivovat. Zjednoduseny

postup miizeme vidét na obr. 8.

48 hod po ozafeni vyndame desticky zinkubatoru, prohlédneme
pod mikroskopem a vloZime do laminarniho boxu. RPMI médium vynddme z lednice
anechdme zahtat na 37 °C ve vodni 1azni. Ptipravime si 1 uM roztok LysoSensoru Green,
ktery fedime v zahfatém RPMI médiu. Pfi praci s LysoSensorem je nutné mit vypnuté

svétlo v laminarnim boxu a pfi jeho ptipravé mit zkumavku obalenou alobalem tak, aby
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byl pfipravovany roztok ve tmé. Ze vSech desti¢ek slijeme médium pomoci sklenéné
pipety do odpadu. Do kazd¢ jamky napipetujeme 1 ml pfipravené¢ho roztoku média
s LysoSensorem, uzavieme desticky, krouzivymi pohyby opatrné promichdme a vlozime
zpét do inkubatoru, kde nechame desticky 30 minut inkubovat. Mezitim si pfipravime
do laminarniho boxu podlozni sklicka, ktera si fadné oznac¢ime (inhibitor, koncentrace,
davka zéfeni). Po 30-minutové inkubaci vlozime desticky zpét do laminarniho boxu,
odpipetujeme médium s LysoSensorem do odpadu a promyvame 1 ml PBS. Po promyti
vyndavame pomoci jehly jednotliva kryci sklicka z jamek, na kterych jsou adherované
bunky. Kryci sklicka preklopime na pfipravena a popsana podlozni sklicka.
K fluorescenénimu mikroskopu pienasime v deskach, aby byla sklicka ve tmé.
Mikroskopujeme pii zvétSeni 200x bez imerzniho oleje a fotografie zpracovavame

pomoci programu Cellsense Entry.

A Lys05 B Bafilomycin

2 4 "o (s " 10
uM uM nM nM nM
8 T 32 " 15 © 20 " 25
{ M )\ aM M nM M oM

0
L\MM

0 Gy 0 Gy
2 Gy 2 Gy
4 Gy 4 Gy
8 Gy 8 Gy

Obr. 8 Koncentrace inhibitori autofagie pro fluorescenéni mikroskopii

(A) Koncentrace inhibitoru Lys05 a davky zafeni: 0; 2; 4; 8 Gy
(B) Koncentrace inhibitoru Baf a davky zareni: 0; 2; 4; 8 Gy
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Pokud chceme pti mikroskopovani zvyraznit jadra bunék, pouzijeme DAPIL
Po promyti 1 ml PBS pfidame 100 pl DAPI do kazdé jamky a nechdme 1 minutu
inkubovat. Poté DAPI odpipetujeme do odpadu a nasledné znovu promyjeme 1 ml PBS.

Po promyti vyndame kryci sklicka s adherovanymi bunkami.

4.10 Pritokova cytometrie

Priutokova cytometrie se uplatiiuje v mnoha biomedicinskych oborech. Vyznacuje
se rychlosti analyzy, vysokou turovni automatizace, vybornou reprodukovatelnosti
a nizkou spotfebou reagencii. Umoziuje kvantitativni 1 kvalitativni analyzu povrchovych
1 nitrobunécnych znak bun€k v suspenzi. Prtokova cytometrie ale neni schopna
poskytnout strukturalni idaje ve smyslu organizace tkani, a proto je vhodnou dopliujici
metodou pravé fluorescenéni mikroskopie (79). Srovnani téchto dvou metod mizeme

vidét v tab. 1.

Tab. 1 Srovnani priatokové cytometrie s klasickou mikroskopii bunéénych suspenzi

Klasick4a mikroskopie Priitokova cytometrie
Pocet vysetfovanych bunék 102-10° 103-107
Reprodukovatelnost Nizka Vysoka
Hodnoceni intenzity fluorescence Subjektivni Objektivni
Citlivost Nizka az stfedni Velmi vysoka
Rozmérové parametry Malo piesné Dobré rozliseni velikosti
Hodnoceni Kvalitativni Kvalitativni i kvantitativni
Moznost vysetfeni vice znaki na jedné burice Obtizné Snadné
Potieba biologického materialu Vysoka Nizka
Doba jednoho vysetieni > 5 min 1 min
Pracnost Vysoka Nizka, automatizace sbéru
Archivace vysledki (digitalni) fotografie Elektronicka forma
Moznost separace bunék Neni Mozn4 (pritokové tiidice)
Néklady na reagencie Vyssi Nizsi
Vysvécovani fluorochromt Vyznamné Vétsinou nepodstatné
Moznost tiideni ObtiZné U tiidich (sorteri) snadné
Naklady na vybaveni Nizsi azZ stfedni Stredni az vysoké

- ptevzato a upraveno dle (79)
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Mezi zadkladni komponenty prutokového cytometru fadime 1) fluidni systém,
2) opticky systém a 3) pocitacovy systém. Vzorek ve formé suspenze je trubickou
pfenasen do pratokové kyvety. Laminarni proudéni nosné kapaliny zajistuje
tzv. hydrodynamickou fokusaci (jednotlivé Castice proudi v fadé za sebou). Oddéleni
castic je dulezité pro snimani kazdé castice zvlast' (80). Znazornéni hydrodynamické

fokusace muzeme vidét na obr. 9.
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Obr. 9 Hydrodynamicka fokusace - ptevzato, upraveno dle (§/)

Zdrojem svétla je laser (modry — 488 nm a cerveny — 635 nm); existuji
1 vicelaserové cytometry. Laserovy paprsek je pomoci zaostfovaci Cocky zaméfen
na pritokovou kyvetu a zachycuje ¢astice, které jsou znacené fluorochromem. Po dopadu
laserového zafeni na Castici dochédzi k jeho rozptylu. Pomoci fluorescencniho
a rozptyleného svétla miZzeme ziskat prehled o velikosti, tvaru a granularité castic.

Ziskame také informace o intenzité fluorescence ¢astic.

Signal doptfedniho rozptylu je zachycen diodou dopiedniho rozptylu, ktera
zaznamenava signal v 20° hlu od osy laserového paprsku. Diky jeji intenzité mizeme
zjistit informaci o velikosti ¢astic. Signaly fluorescence a boc¢niho rozptylu jsou
zachyceny sbérnou ¢ockou fluorescence. Tyto signély jsou nasledné spektralné rozdéleny

pomoci dichroickych zrcadel a filtrt.

Detektory fluorescence a bo¢niho rozptylu byvaji uspotadany do osmitihelniku

nebo trojihelniku a jsou sloZeny z fotonek s nasobi¢em, které zachycuji svételny rozptyl
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v 90° thlu od laserového paprsku. Jeho intenzita ndm dava prehled o vnitini struktuie

¢astic. Schéma prutokového cytometru je znazornéno na obr. 10.

Signaly z optického systému jsou prevadény na elektrické impulsy a jsou nésledné
zpracovavany pocitaCovym systémem. Vysledek je vyjadien graficky linearni

nebo logaritmickou amplifikaci signald snimanych detektory (82).

Bunétna [5 50 o o Nosna
suspenze

kapalina

O Dichroickd Detektory
o zrcadla fluorescence
o
\
Detektor
boéniho
rozptylu
Detektor
Laser > dopfedniho
rozptylu —_ Elektrlonlf:ke — | Poéitadoval
zesileni, analvza
konverze ¥

Obr. 10 Schéma priitokového cytometru - pievzato, upraveno dle (82)

POMUCKY A PRISTROIJE

Pratokovy cytometr, PC, zkumavky, laminidrni box, vodni lazen, CO:
inkubator, bunécna Skrabka, kadinka, sklenéné pipety, automaticka pipeta,

pipetor, vortex

CHEMIKALIE

- RPMI médium, PBS, Lys05, Baf, LysoSensor Green, DMSO
POSTUP
Pro pokusy s pritokovou cytometrii musime nejprve piipravit bunécnou linii.
Do laminarniho boxu pfipravime Ctyfi 6-jamkové desticky a fadné popiSeme (bunécna
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linie, pocet bunck, datum, jméno). Z inkubatoru vynddme malou kultivacni lahvicku
s bunéénou linii H1299. Klasicky zpasazujeme a spocitaime bunky (viz kapitola 4.7 a 4.8).
Po spocitani bun¢k napipetujeme do kazdé jamky vSech Ctyr desticek 2 ml RPMI média
a doplnime suspenzi bunék tak, aby v kazdé jamce bylo 10 bun&k. Desti¢ky uzavieme,

krouzivymi pohyby jemné promichdme a ddme do inkubatoru kultivovat na 3 dny.

Po 24 hod pfiddvame inhibitory autofagie LysO05 a Baf v pfislusnych
koncentracich, jak mizeme vidét na obr. 11. Inhibitor Lys05 davame do jamek desticky
ve vybranych koncentracich 4 uM, 8 puM a 16 pM. Inhibitor Baf pouzivame
ve vybranych koncentracich 10 nM a 20 nM. Napipetujeme odpovidajici mnozstvi obou
inhibitorii do jamek kultivanich desticek, uzavieme, promichidme a vlozime
do inkubatoru. Inkubujeme po dobu 1 hod. Nésledn€¢ nechame desticky ozatit ddvkami
0; 2; 4; 8 Gy (1 desticka Lys05 + Baf — 0 Gy, 1 desticka Lys05 + Baf — 2 Gy, 1 desticka
Ly05 + Baf — 4 Gy, 1 desti¢ka Lys05 + Baf — 8 Gy). Po ozéieni desticky opét vlozime

do inkubatoru a nechame kultivovat.

Lvs05 a Bafilomycin

o 4 € 8

M k__HM
£ 16 10 20
M nM nM

0 Gy
2 Gy
4 Gy
8 Gy

Obr. 11 Koncentrace inhibitori autofagie pro pritokovou cytometrii

Koncentrace inhibitoru Lys05 — 4 uM, 8 uM a 16 uM (zluta pole), koncentrace inhibitoru Baf —
10 nM a 20 nM (modra pole), zelené pole — kontrola.
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48 hod po ozafeni vyndame kultivované buiky v destickach z inkubéatoru,
zkontrolujeme pod mikroskopem a vlozime do laminarniho boxu. RPMI médium dame
zahtat na 37 °C do vodni lazn€. Pipravime si 1 uM roztok LysoSensoru Green, ktery
chranime pied svétlem. Médium v destickach slijeme do odpadu a napipetujeme 1 ml
média s LysoSensorem do kazdé¢ jamky vSech desticek. Uzavieme, promichdme, ulozime
zpét do inkubétoru a nechame inkubovat 30 minut. Mezitim si pfipravime do laminarniho
boxu 24 zkumavek, 6 zkumavek pro kazdou desticku, a popiSeme si je (inhibitor,
koncentrace, davka zafeni). Po uplynuti inkubacni doby vlozime desticky zpét
do laminarniho boxu a odpipetujeme médium s LysoSensorem do odpadu. Pfiddme 1 ml
PBS a pomoci bunééné Skrabky oddélime adherované builkky ode dna jamek. Dale
automatickou pipetou resuspendujeme buriky a napipetujeme 1 ml do popsané zkumavky.
Takto ptipravenou bunéénou suspenzi ve zkumavkach métime pritokovym cytometrem.

Pted vlastni analyzou zvortexujeme kazdou zkumavku.

4.11 Statisticka analyza dat

Statistickd analyza dat je nevyhnutelna pro komplexni posouzeni kvantitativnich
dat ziskanych métenim. Pro porovnani dvou soubort dat a uréeni, zda-li je odchylka mezi
nimi statisticky vyznamna, se pouziva Studentilv t-test.

T-test porovnava dva priméry a sdéluje ndm, zda se od sebe 1isi a jak vyznamné
jsou rozdily mezi nimi. Jinymi slovy nés informuje o tom, jestli se tyto rozdily nemohly
stat ndhodou. Hodnota p je pravdépodobnost, ze se vysledky z dat vzorku vyskytly
nahodné. Nizké hodnoty p nam ukazuji, Ze se vysledky experimentu nestaly ndhodou.
Ve vétsiné ptipadil je p-hodnota 0,05 (5%) povaZovana za platnou (83).

Pro statistické vyhodnoceni naSich dat ziskanych méfenim pomoci pritokové
cytometrie pozivame parovy jednostranny t-test. Pomoci t-testu jsme vZdy porovnavame
skupinu bunék ozéatenou urcitou davkou IZ s neozatrenou kontrolou a také skupiny bunék
oSetfené inhibitorem autofagie s neoSetfenymi kontrolami. Jelikoz ofekavame zménu
intenzity fluorescence pouze v jednom sméru, pro statistické vyhodnoceni volime
jednostranny t-test. Jako hladiny statistické vyznamnosti ur¢ime 3 hodnoty: p < 0,05;

p<0,01 ap<0,005.
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5 VYSLEDKY

5.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme vizualizovali lyzosomy po obarveni
fluorescencnim barvivem LysoSensor Green DND-189. Nasim cilem bylo studovat
mnozstvi a charakter lyzosomi jako i1 vlastnosti celych bunck. Metoda vizualizace
lyzosomi pomoci fluorescenéniho barviva LysoSensor nebyla dosud na katedfe

zavedena, proto jsme nejdiiv museli tuto metodu optimalizovat.

Na obr. 12 mizeme vidét buitky H1299 s obarvenymi lyzosomy a také bunéénymi
jadry. Pro vizualizaci jader jsme pouzili interkalacni fluorescenéni barvivo DAPI, které
se pouziva k zviditelnéni DNA. DAPI prochazi bunéénou membranou a nasledné se vaze
nejsilnéji do A-T oblasti DNA. Po vazbé DAPI na DNA dochazi az ke dvacetindsobnému
zvySeni intenzity fluorescence. Excitaéni maximum DAPI je 358 nm a emisni maximum

461 nm (modra barva) (84, 85).

Obr. 12 Znazornéni lyzosomi pomoci LysoSensoru Green a jader pomoci DAPI

.....

DAPIL. Vizualizaci jader jsme provadéli z diivodu potvrzeni, ze struktury pozorované pod
fluorescencnim mikroskopem jsou skutené¢ jadra zkoumanych bunck. ZvétSeni 600x. M¢titko

odpovida 50 um.
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Pfi optimalizaci metody jsme zkouseli buniky fixovat 4% paraformaldehydem
nebo ethanolem. Dale jsme vyzkousSeli montovaci médium Vectashield, které zabranuje
rychlému odbarveni fluoreskujicich proteinti a fluorescenc¢niho barviva. Jelikoz je
LysoSensor vitalnim barvivem, nejlepSich vysledkt jsme proto dosahli pii praci s zivymi
bunikami bez jakékoliv fixace. Pouziti DAPI vedlo také k zhorSené vizualizaci lyzosomi.
Obrazky bez barveni jader jsou dostateéné prikazné a jadra jsou dostatecné rozliSitelna.

V nasledujicich pokusech jsme proto fluorescen¢ni barvivo DAPI nepouzivali.

Pro doplitkovou vizualizaci lyzosomu jsme zkousSeli také barvu LysoSensor
Yellow/Blue DND-160 v koncentracich 1 uM a 5 uM, kterou jsme nechali s buiikami
inkubovat po dobu 15, 30 a 45 min. Vysledky vizualizace ale nejsou optimalni ani
reprodukovatelné (obr. 13). Z obrdzku neni jasné, zda jsou obarveny urcité struktury
bunky, burika cela nebo se jedna o artefakty. Proto jsme pro finalni experimenty pouzili
jenom LysoSensor Green DND-189, pomoci kterého jsme barvili zivé builky bez

jakéhokoliv dalSiho barveni.

Obr. 13 Znazornéni lyzosomi pomoci LysoSensoru Yellow/Blue DND-160

ZvétSeni 200x. Métitko odpovida 100 pum.
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5.1.1 Lys05

V naSem prvnim experimentu jsme porovnavali skupiny bunék oSetiené
inhibitorem Lys05 v koncentracich 2-32 uM a ozarené davkami 2-8 Gy s neoSetienymi
a neozafenymi kontrolami. Na obr. 14-17 je zachycena vizualizace bun¢k H1299 pomoci
fluorescenéniho mikroskopu se zvétSenim 200x. Bunky jsme sledovali 48 hod

po ozafeni.

Na obr. 14-17 mtzeme sledovat zmény v poc¢tu lyzosomu a také v charakteru
bunék po ozareni ddvkami vzestupné 0-8 Gy. Fluorescen¢ni barvivo LysoSensor Green
se zabudovava do kyselych casti bunc¢k a intenzita sledované fluorescence, kterou
emituje, koreluje se zménami pH. Proto miize byt toto barvivo pouzito ke studiu uc¢innosti

faze autofagosomu ¢i lyzosomu v zivych bunkach.

Z obr. 14-17 se jevi, ze se zvySujici se koncentraci inhibitoru autofagie Lys05
roste intenzita fluorescence. Buiky se postupné zvEétSuji a zvySuje se
i granularita bunék. Na obrazcich s nejvyssimi koncentracemi Lys05 (32 uM) vidime ale
nepatrné zmenSeni bunck. ZvySujici se davky zareni vedly také k mirnému naristu

intenzity fluorescence.

44



Lys 05

100 pm

Zvetseni 200x 48 hod po ozareni 0 Gy

Obr. 14 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Lys05 bez ozareni

Mgtitko odpovida 100 um.

Zvétseni 200x 48 hod po ozareni 2 Gy

Obr. 15 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Lys05 p¥i ozareni divkou 2 Gy

Mefitko odpovida 100 um.
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Zvétseni 200x 48 hod po ozareni 4 Gy

Obr. 16 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Lys05 pfi ozareni davkou 4 Gy

Meéfitko odpovida 100 um.

Zvétseni 200x 48 hod po ozateni 8 Gy

Obr. 17 Bunééna linie H1299 s inhibitorem autofagie Lys05 p¥i ozareni davkou 8 Gy

Metitko odpovida 100 pm
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5.1.2 Bafilomycin A1l

Ve druhém experimentu jsme porovnavali skupiny bunék oSetfené inhibitorem
Baf v koncentracich 5-25 nM a ozafené davkami 2-8 Gy s neoSetfenymi

a neozafenymi kontrolami.

Na obr. 18-21 jsou pomoci fluorescenéniho mikroskopu se zvétSenim 200x
zobrazeny buniky H1299 obarvené fluorescen¢nim barvivem LysoSensor Green. Podobné
jako v prvnim piipad¢ byly buiikky na obr. 18-21 ozafeny vzestupné¢ davkami 0-8 Gy

a pozorovany 48 hod po ozafeni.

Z obr. 18-21 vyplyva, Ze podobné jako v ptedchozim experimentu, dochazi
s rostouci koncentraci ke zvySeni intenzity fluorescence. Se zvySujici se davkou zafeni
dochazi také k nartstu intenzity fluorescence, ale ne tak velkému jako v predeSlém
experimentu. Vysledek experimentu 2 (Baf) koreluje s vysledkem experimentu 1

(Lys05).
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Bafilomycin

100 pm

Zvétseni 200x 48 hod po ozafeni 0 Gy

Obr. 18 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Baf bez ozareni

Mgtitko odpovida 100 um.

Bafilomycin

100 pm

Zvétseni 20x 48 hod po ozareni 2 Gy

Obr. 19 Bunééna linie H1299 s inhibitorem autofagie Baf pri ozareni davkou 2 Gy

Mgetitko odpovida 100 pm.
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Bafilomycin

Zvétseni 200x 48 hod po ozafeni 4 Gy

Obr. 20 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Baf pfi ozareni davkou 4 Gy

Mgtitko odpovida 100 um.

Bafilomycin

100 pm

Zvetseni 200x 48 hod po ozareni 8 Gy

Obr. 21 Bunééna linie H1299 s inhibitorem autofagie Baf p¥i ozareni davkou 8 Gy

Mgetitko odpovida 100 pm.
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Na zéklad¢ studii (86, 87), ve kterych autofi pouzivali inhibitor autofagie Baf
ve vysSich koncentracich, jsme také testovali koncentrace 30, 35, 40, 45
a 50 nM. Vyssi koncentrace tohoto inhibitoru byly pro bunécnou linii H1299 ve vétsSing
piipadl cytotoxické. Jak mtizeme vidét na obr. 22, s vyS§imi koncentracemi jsou bunky
mensi, maji pomalejsi rist, nemnozi se, tudiz v zorném poli mikroskopu nalezneme
daleko mén¢ bun€k. Se stoupajicimi koncentracemi buiiky praskaji a jejich bunécny
obsah se vyléva do okoli. Pro nase pokusy s bunécnou linii H1299 jsou tedy vyssi

koncentrace Baf nevhodné.

Bafilomycin

Zvétseni 200x 48 hod po ozafeni 2 Gy

Obr. 22 Bunécna linie H1299 s inhibitorem autofagie Baf pri ozareni davkou 2 Gy —
vyssi koncentrace

Mgtitko odpovida 100 um.
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5.2 Priutokova cytometrie

5.2.1 Lys05

Pomoci pratokové cytometrie jsme kvantifikovali intenzity fluorescence
v bunééné linii H1299. Pouzili jsme podobny model jako v metodé fluorescenéni
mikroskopie, pfi€emZ jsme si zvolili reprezentativni koncentrace inhibitoru 4-16 uM
a davky zareni 2-8 Gy. Podobné jako u fluorescenéni mikroskopie jsme bunky

analyzovali 48 hod po ozafeni.
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Obr. 23 Hodnoty intenzity fluorescence bunééné linie H1299 s inhibitorem autofagie
Lys05

Graf vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na koncentraci inhibitoru Lys05. MFI — median
intenzity fluorescence; davky zateni: 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy a 8 Gy; koncentrace Lys05: 0 uM

(kontrola), 4 uM, 8 uM, 16 uM; Signifikantni zména v porovnani s kontrolou: * p < 0,05;
**p<0,01; *** p < 0,005.
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Z vysledktl analyzy (obr. 23) vyplyva, Ze se zvysujici se koncentraci Lys05
dochdzi k velmi vyznamnému nérGstu intenzity fluorescence. Pozorovany byl také
signifikantni nartst intenzity fluorescence v zavislosti na zvySujici se davce zareni, ktery
ale nebyl tak markantni. Tato analyza nam potvrdila pfedpoklady ziskané metodou

fluorescen¢ni mikroskopie.

Obr. 24 vyobrazuje histogramy zavislosti intenzity fluorescence na poc¢tu bun¢k
v jednom vybraném méteni. Na tomto grafu je vidét posun intenzit fluorescence k vy$sim
hodnotdm v zavislosti na zvySujici se koncentraci inhibitoru Lys05. Priitokova cytometrie
je zatizena pfesnym rozdelenim bunck na jednotlivé elementy, a jelikoz jsou bunky
H1299 adherentnim typem bunék, ne ve vSech piipadech se povedlo buiiky dostate¢né
oddélit, coz pak zptsobilo vykyvy v poctu bun¢k ve sledovaném kvadrantu.
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Obr. 24 Histogramy — inhibitor autofagie Lys05

Histogramy ukazuji zavislost intenzity fluorescence na poctu bunék. Osa X - intenzita
fluorescence (logaritmicka stupnice), osa Y — pocet bunék; FITC — fluorescein izothiokyanat
(emituje pii 530 nm); Davky zafeni: (A) 0 Gy (kontrola), (B) 2 Gy, (C) 4 Gy, (D) 8 Gy;
koncentrace inhibitoru Lys05: modra barva — 0 uM, Cervena barva — 4 uM, zelena barva — 8 uM,

fialova barva — 16 uM.
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5.2.2 Bafilomycin A1l

Pritokovou cytometrii jsme pouzili i pro kvantifikaci zmén intenzity fluorescence
u linie bunék H1299 oSetfenych inhibitorem Bafilomycin Al. V této metod¢ jsme jako
vhodné zvolili koncentrace inhibitoru 10 nM a 20 nM, a davky zéfeni, podobné

jako v pfedchozi analyze 2-8 Gy. Buiiky jsme analyzovali 48 hod po ozéfeni.

Na obr. 25 mizeme vidét, podobné jako u inhibitoru Lys05, zavislost intenzity
fluorescence na zvysujici se koncentraci inhibitoru a davce zareni. Tato zavislost neni

vSak tak markantni jako v pfipadé Lys05.
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Obr. 25 Hodnoty intenzity fluorescence bunééné linie H1299 s inhibitorem autofagie
Baf

Graf vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na koncentraci inhibitoru Baf. MFI — median
intenzity fluorescence; davky zateni: 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy a 8 Gy; koncentrace Baf: 0 nM (kontrola),
10 nM, a 20 nM; Signifikantni zména v porovnani s kontrolou: * p < 0,05; ** p < 0,01;

4% p < 0,005.
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Obr. 26 vyobrazuje histogramy zavislosti intenzity fluorescence na po¢tu bunék v jednom

vybraném meéfeni. Na tomto grafu je vidét posun intenzit fluorescence k vysSim

hodnotam v zavislosti na zvysSujici se koncentraci inhibitoru Baf.
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Obr. 26 Histogramy — inhibitor autofagie Baf
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Histogramy ukazuji zavislost intenzity fluorescence na poctu bunék. Osa X - intenzita

fluorescence (logaritmicka stupnice), osa Y — pocet bun¢k; FITC — fluorescein izothiokyanat

(emituje pii 530 nm); Davky zafeni: (A) 0 Gy (kontrola), (B) 2 Gy, (C) 4 Gy, (D) 8 Gy;

koncentrace inhibitoru Baf: modra barva — 10 nM, Cervena barva — 20 nM.
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6 DISKUZE

Nemalobunécny bronchogenni karcinom plic se fadi mezi nejcastéjsi plicni
nadory. Je charakteristicky pro svlij pomaly rlst a pro svou malou citlivost k chemoterapii
i radioterapii. Odhaduje se, ze pouhych 10 % nemocnych trpicich timto typem nadoru ma
nad¢ji na pétileté preziti. NSCLC byl az do roku 1980 vzhledem ke své biologické povaze
povazovan za lécCitelny pouze v piipad€, ze byla moznd chirurgickd operace. Nové
vyzkumy vSak prokazuji, ze i1 pokrocilé formy NSCLC reaguji na chemoterapii
¢i radioterapii. V soucCasnosti se 1é¢ba pacientli zaméfuje na prodlouzeni délky zivota,
zvySeni jeho kvality a eliminaci nezddoucich piiznakd doprovézejici nadorové

onemocnéni (88).

Tato prace vychazi z predpokladu, Ze autofagie je cytoprotektivni mechanismus,
jenz zajistuje preziti v neptiznivych podminkach prostfednictvim lyzosomalni recyklace
intracelularnich zivin, kterd je navrzena tak, aby umoznila poskytnout ¢as pro vyvoj
adaptivnich zmén v genové expresi a metabolické aktivité. Mize tak odstranénim organel

podpofit rezistenci vii¢i chemoterapii ¢i radiacné indukované apoptdze (89).

Inhibice cytoprotektivni autofagie se jevi jako logicky postup k sensibilizaci
nadorovych bunék a k zvySeni Gc¢innosti 1é€by. K inhibici autofagie jsme pouzili dva
inhibitory — Lys05 a Bafilomycin Al. Mechanismem ucinku obou inhibitort je inhibice
fuze autofagosomu s lyzosomem. Jak Lys05, tak i Baf se hromadi v lyzosomech

a neutralizuji jejich obsah, coz vede k inhibici fuze.

Po ozéfeni dochazi v buitkach ke vzniku metabolického stresu, pficemZ jsou
spustény cytoprotektivni mechanismy bun¢k a dochazi k aktivaci autofagie. Pfidanim
Lys05 ¢i Baf k ozafovanym bunkam dochdzi k inhibici autofagie a tedy kumulaci

autofagosomil a lyzosomt v cytoplazmé bunky.

K vizualizaci lyzosomil jsme pouZili zelené fluorescen¢ni barvivo LysoSensor
Green DND-189. Pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme studovali charakteristiku
nadorovych bunck, pfitomnost a mnoZstvi nahromadénych lyzosoml po piidani
inhibitorti autofagie a také jsme odhadovali miru intenzity fluorescence. Intenzitu

fluorescence jsme nésledné kvantifikovali pomoci prutokové cytometrie.
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Vysledky ziskané pomoci fluorescenéni mikroskopie a pritokové cytometrie
ukazuji, ze zejména se zvysujicimi se koncentracemi inhibitori Lys05 a Baf dochazi
k velmi vyznamnému nartstu intenzity fluorescence. Signifikantni narlst intenzity

fluorescence byl pozorovan také se zvysujici se davkou zéieni.

Vysledky potvrzujici nartst intenzity fluorescence jsou vsak prekvapujici. Jelikoz
je fluorescencni barvivo LysoSensor Green pouzivano k méfeni pH kyselych organel,
jako jsou praveé lyzosomy, piredpoklada se, ze se barvivo stava vice fluoreskujicim prave
v kyselém prostfedi. Inhibitory autofagie, se kterymi pracujeme, by ale mély vést
k neutralizaci pH lyzosomt, a tudiz ke snizeni intenzity fluorescence. Snizovani intenzity
fluorescence za pouziti inhibitorti autofagie z rodiny chlorochinii (CQ) a Baf je popsano

v mnoha studiich (viz nize).

Zhou et al. ve své studii pracoval s bunécnou kulturou MEF oSetfenou EBSS,
PP242 (1uM) nebo Torinl (1uM) s ptidavkem Baf (50nM) nebo CQ (50uM). Jejich
vysledky ukazaly, Ze ptidavek inhibitor Baf nebo CQ sniZuje intenzitu fluorescence

lyzosomu obarvenych pomoci LysoSensoru (90).

Zhang et al. provad¢l vyzkum in vivo na mySich (CD38- / -) s ptfedpokladem, Ze
delece genu CD38 vede k vadnému autofagickému procesu v myocytech v korondrnich
artériich (CAM). Pro pozorovani lyzosomalni alkalizace byly CAM inkubovany CQ
(100uM), kdy autoti predpokladali, Ze bude alkalizovat lyzosom, a tim se sniZi intenzita
fluorescence. Buiiky byly barvené fluorescencnim barvivem LysoSensorem Green DND-
189 (1uM) a nésledné analyzovany pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie. CD38 -/~ CAM
vykazovaly podobnou intenzitu zelené fluorescence jako pro CD38 © / * CAM. Z toho
plyne, Ze nedostatek CD38 nezhorSuje lyzosomalni okyseleni. Naproti tomu CQ snizoval

intenzitu fluorescence (91).

Dalsi ptipad sniZeni fluorescence CQ ukazuje studie Li et al., kde bunécna linie
BT549 1écenda 50 uM CQ a obarvend LysoSensorem Green DND-189, vykazovala

snizenou intenzitu fluorescence (92).

V na$i praci jsme ovSem pozorovali opacny efekt, a to zvySovani intenzity
fluorescence. Tento jev byl pozorovéan i v aktudlni studii zroku 2017, kde Lu et al.
charakterizoval bunéény dopad rlznych lyzosomotropnich sloucenin, vcetné

chlorochinonu (CQ). Bylo sledovédno zvySovani pH lyzosoma u téchto sloucenin
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a predpokladalo se, ze jsou mechanismem pro lyzosomalni dysfunkci. Pfi experimentu
pouzili zelenou fluorescenéni barvu LysoSensor. Bunécna linie ARPE-19 byla po dobu
4 hod a 24 hod vystavena vySe uvedenym slouc¢eninam. Jiz po 4 hod CQ zna¢né zvysSoval
intenzitu fluorescence. Zvysena fluorescence byla vSak nejlépe viditelna po 24 hod, a to
v rozmezi od 2,6 az do 9,3nasobku ve srovnani s kontrolami pro vSechny testované
slouceniny. Autofi zvySenou intenzitu fluorescence pravdépodobné pficitaji zvySenému

poctu lyzosomii (93).

Podobné¢ vysledky zaznamenali i Chikte et al. ve své studii, ve které pracovali se
dvéma bunécnymi liniemi Jurkat T-lymfocyty a K562 (erythromyeloidni leukemie).
Bunky byly oSetfeny CQ v koncentracich 25, 50 a 75 uM a obarveny fluorescenénim
barvivem LysoTracker Green. Byla méfena intenzita fluorescence pomoci pritokového
cytometru a vysledky ovéfeny fluorescenéni mikroskopii. I zde byl zaznamenan

vyznamny nartst fluorescence oproti kontrole (94).

Domnivame se, podobné¢ jako autofi z pfedchozich studii, Ze zvySeni intenzity
fluorescence bude pravdépodobné zplisobené¢ hromadénim lyzosomi v cytoplazmé
bunék. Predpoklddame, Ze v primarni fazi po pre-inkubaci inhibitory autofagie
a nasledném ozareni dochdzi k aktivaci autofagie a jeji pozdé€jsi inhibice vede
k nahromadéni obrovského mnoZzstvi lyzosoml a k vyraznému zvySeni intenzity
fluorescence. Z vysledkl fluorescencni mikroskopie i prutokové cytometrie je patrné, ze
se stoupajicimi koncentracemi jednotlivych inhibitort a se zvysujicimi se ddvkami zafeni

roste intenzita fluorescence v bunkach.

Vyzkumny tym na Katedie radiobiologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi
v Hradci Krélove, se latkou Lys05 zabyva jiz dlouhodobé. Tato studie je pouze dil¢im
¢lankem a dopliuje tak celou fadu metodologickych ptistupt jako xCelligence, TEM,

imunodetekce ¢i fosfoproteomika.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit, zda pouziti inhibitori autofagie
v kombinaci s IZ vede k radiosensibilizaci bunécéné linie H1299. Diky spolupraci se
zahrani¢nim pracovistém pod vedenim Dr. McAfee, jsme méli jedine¢nou moznost
pracovat s novym inhibitorem autofagie Lys05. Z vysledkt ziskanych z fluorescen¢ni
mikroskopie a pritokové cytometrie mizeme usuzovat, ze pre-inkubace buné¢k inhibitory
autofagie tésné pied ozarenim vede k zvyseni poc¢tu lyzosomt v buiice a také k celkovym
morfologickym zméndm bunék. Domnivame se, ze toto zmnozeni lyzosomul je
pravdépodobné zptisobeno schopnosti inhibitord inhibovat autofagii v pozdni fazi — fuze
autofagosomu a lyzosomu. Ze zjisténého mizeme vyvodit zavér, Ze inhibici autofagie
nadorovych bunék HI1299 lIze piispét k jejich radiosensibilizaci. Na zékladé cili

stanovenych na zacatku diplomové prace mizeme dal vyvodit nasledujici zavéry:

— povedlo se ndm optimalizovat metodu pro vizualizaci lyzosomi pomoci
fluorescenéni mikroskopie za pouziti zeleného fluorescenéniho barviva
LysoSensor Green DND-189 a také metodu kvantifikace zmén intenzity

fluorescence pomoci prutokové cytometrie

— zjistili jsme, ze pre-inkubaci bunck s inhibitory autofagie dochézi
k morfologickym zméndm, akumulaci lyzosomi a kvantitativnimu zvySeni

intenzity fluorescence

— fluorescen¢ni mikroskopie a priitokova cytometrie jsou sice modernimi metodami
pro studium bunécné biologie, ovSem v oblasti radiosensibilizace nadorovych
bunék pomoci modulace autofagie, je vhodné tyto metody korelovat a doplnit
dal§imi  doplikovymi metodami jako jsou elektronovd mikroskopie,

imunodetek¢ni techniky, studium genomu ¢i proteomu a dalsi

— Lys05 je perspektivni latkou na poli inhibice autofagického procesu, ktery mize

najit uplatnéni pii radiosenzibilizaci nadorovych bunék.
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Cytoprotektivni autofagie je povazovana za jeden z mechanizml vedoucich
ke vzniku rezistence v rozvinutych nadorech. Inhibice tohoto mechanizmu se jevi jako
potencialni cil pro sensibilizaci bun¢k. V této diplomové praci jsme studiem inhibitora
autofagie ¢astecn¢ odpoveédeli na nékteré otazky spojené se sensibilizaci bunek. Vysledky
diplomové prace sice nejsou jednoznacné, musime také brat v tivahu fakt, Ze u riznych
typti nddorovych bun¢k mize byt mira aktivity autofagie odlisna. Dalsi studium je proto

v tomto ohledu nezbytné.
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8

SEZNAM ZKRATEK
Ambral Activating molecule in Beclin-1 regulated autophagy
AMP Adenosinmonofosfat
AMPK AMP-aktivovana protein kinasa
Atg Geny souvisejici s autofagii (Autophagy-related genes)
ATP Adenosintrifosfat
Baf Bafilomycin Al
Barkor Beclin 1-associated autophagy-related key regulator
Bcl-2 Genova rodina Bcel-2 genti (B-cell lymphoma 2)
Beclin-1 Coiled-coil myosin-like Bcl-2-interacting protein
CAM Myocyty v koronarnich artériich
CQ Chlorochin
DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol
DEPTOR Domain-containing mTOR-interacting protein
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonukleova kyselina
DRAM DNA damage-regulated autophagy modulator protein 1
FBS Fetalni bovinni sérum
FIP200 FAK-family interacting protein of 200 kDa
HCQ Hydroxychlorochin
HIF Hypoxii indukovany faktor
1Z Ionizujici zéateni
LC3 Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
mLSTS§ Target of rapamycin complex subunit LSTS8
mSIN1 Mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1
mTOR Mammalian target of rapamycin
mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1
mTORC2 Mammalian target of rapamycin complex 2
NK buiiky Natural killer cell
NSCLC Nemalobuné&cény karcinom plic (Non Small Cell Lung Cancer)
PAS Preautofagosom
PBS Fosfatovy pufr (Phosphate-Buffered Saline)
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PCD

PE

PI3K
(PI-(3)-P)
PNC
PRAS40
PROTOR
PTEN
RAPTOR
RICTOR
RNA
ROCK1
ROS

Rubicon

SCLC
TRP
ULK1
UVRAG
Vps34

Programovana buné¢na smrt (Programmed cell death)
Fosfatidiletanolamin

Fosfoinositol-3-kinasa

Fosfatidylinositol-3-fosfat

Penicilin

Proline-rich AKT1 substrate 1

Proline-rich protein 5

Phosphatase and tensin homolog
Regulatory-associated protein of mTOR
Rapamycin-insensitive companion of mTOR
Ribonukleova kyselina

Rho associated, coiled-coil containing protein kinase 1

Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-

containing protein

Malobunéény karcinom plic (Small Cell Lung Cancer)
Trypsin

Serin/threonin proteinkinasa ULK 1

Ultraviolet irradiation resistant-associated gene protein

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3
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