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1. UVOD

Ma prace na téma Role autofagie v bunécné smrti a fotodynamicke terapii nadori
se bude zabyvat okrajové typy bunécné smrti. Vice se zamefim na autofagii a predevsim
bude moje prace pojednavat o autofagii v kontextu fotodynamické terapie.

Autofagie je jednim z typti bunécné smrti; je to bunéény mechanizmus degradace
vétSich objemul vnitrobunécného materidlu, a to véetné celych organel.

Fotodynamické terapie se sklada ze tti zakladnich komponent, kterymi jsou
fotosenzitizér, svétlo a kyslik. Spole¢né jsou tyto komponenty schopné vyvolat
fotochemickou reakei, pfi které vznika velmi reaktivni produkt — singletovy kyslik. Tento
produkt mize velmi rychle zptsobit toxicitu, kterd vede k bunécné smrti.

Fotodynamickéa terapie miize vyvolat autofagii, kterda vede bud k recyklaci
vnitrobunécného materialu, nebo k bunécné smrti.

Tato terapie je stale pfedmétem vyzkumu. Klinické studie ale ukazuji, ze jde o

velmi tc¢innou lé¢ebnou metodu, predevsim pii 1€¢bé nddorovych onemocnéni.



2. SEZNAM ZKRATEK

10,
30,
ALA
AlPcS
AMPK
ATG
C-PC
DNA
GABARAP
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PAS
Pc4
PDT
PE
PI3
PpIX
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RIP1
ROS
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TOR
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- kyslik v singletovém stavu

- kyslik v tripletovém stavu

- kyselina 5-aminolevulova

- hlinity ftalocyanin sulfonat

- AMP aktivovana proteinova kinasa

- geny specifické pro autofagii (autophagy- related genes)
- C-fykocyanin

- deoxyribonukleova kyselina

- protein asociovany s receptorem y-aminomaselné kyseliny
- derivat hematoporfyrinu

- inositol trifosfat

- protein s lehky fetézcem

- pre-autofagosomalni struktura

- kremicity ftalocyanin

- fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

- fosfatidylethanolamin

- fosfatidylinositol-3-fosfat

- protoporfyrin IX

- fotosenzitizér (photosensitizer)

- receptor-interacting protein kinase

- reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
- fykocyanin obsahujici selen

- target of rapamycin

- vesicular protein sorting 34



3. TYPY BUNECNE SMRTI

Bunécna smrt je klicovy proces v priubéhu vyvoje, v udrzovani homeostazy a pii
imunitni regulaci v mnohobunééném organismu (Duprez et al. 2009). Regulovana,
programovana bunééna smrt je kliGova pro viechny organismy (Tait et al. 2014). Rada
patologickych stavii vychazi z poruch regulace bunééné smrti (Duprez et al. 2009).
Takovymi ptiklady mohou byt nadorova, autoimunitni nebo neurodegenerativni
onemocnéni (Tait et al. 2014). Bun&¢na smrt je ¢asto indukovana pfi infekci patogenem,
jako soucast obranného mechanismu.

Razné typy bunécné smrti jsou Casto definovany jejich morfologickymi znaky a
dalsimi kritérii, a jsou klasifikovany jako apoptdza, nekroza, autofagie a bunétna smrt
asociovand s mitotickou katastrofou. Bunécnd smrt je také definovana na zdkladé
enzymologickych kritérii (v€etné zapojeni riznych tiid proteas a nukleas), na funk¢nich
aspektech (programovana x nahodna; fyziologicka x patologickd) nebo na imunologické
charakteristice (Duprez et al. 2009).

Obecné lze pficiny, kviili kterym bunka umird, rozd€lit na pasivni — vyskytujici
se jako dasledek neopravitelného poskozeni — nebo aktivni — pfi kterych bunka sama
prispiva ke svému zaniku (Tait et al. 2014).

Razné typy bunécné smrti jsou Casto definovany podle jiz vySe zminénych
morfologickych kritérii bez jasného odkazu na piesny biochemicky mechanismus, ktery
pii bunécné smrti probiha.

Bunécna smrt je vratnym procesem az do doby, kdy se buitka dostane do
ireverzibilni faze, neboli prekroci tzv. ,,point of no return®, tedy bod, ze kterého se nelze
vratit zpatky. Bylo navrzeno, aby tento krok, kdy dojde k ptekroceni do ireverzibilni faze,
byl reprezentovan masivni aktivitou kaspas, kompletni propustnosti vnéjsi
mitochondridlni membrany nebo expozici fosfatidylserinu. Existuji ale spousty ptipadd,
ve kterych jsou kaspasy aktivovany v procesech, které nesouvisi s bunéénou smrti, nebo
jsou aktivovany pii bunécéné diferenciaci. Stejné tak expozice fosfatidylserinu mize byt
reverzibilni, naptiklad v neutrofilnich granulocytech.

ProtoZze nezname piesny biochemicky proces, kterym se bufika dostane do
ireverzibilni faze, je butika povaZovéana za mrtvou, pokud spliiuje nasledujici molekularni

a morfologicka kritéria:



e celistvost plazmatické membrany bunky je porusena; to prokdzeme obarvenim
vitadlnimi barvivy in vitro.
e bunka, véetn¢ jadra, podlehla kompletni fragmentaci na tzv. apoptoticka téliska
(Kroemer et al. 2009).

Prvni popisy mechanismu programované bunééné smrti jsou datovany asi do
poloviny 60. let 20. stoleti. Od té doby bylo mnoho pokust klasifikovat bunéénou smrt
na zaklad¢ morfologickych charakteristik. Proto v roce 1973 Schweichel a Merker navrhli
klasifikaci riznych zptsobti bunécné smrti. Klasifikace zahrnovala 1. typ bunééné smrti
spojeny s heterofagii, 2. typ bunécné smrti je spojeny s autofagii a 3. typ bunécné smrti,
ktery neni asociovan ani s jednim typem traveni. Tento typ odpovida apoptoze a nekrdze
(Galluzzi et al. 2012). Nejlépe prostudovanou formou programované bunécné smrti je
apoptoza. Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze existuji 1 rtizné jiné, ne-apoptotické formy bunécné

smrti, jako naptiklad nekroptoza nebo pyroptoza (Tait et al. 2014).

1.1 APOPTOZA

V roce 1972 byl poprvé pouzity termin apoptoza. Tento termin popisoval formu
bunécné smrti spojenou se specifickymi morfologickymi funkcemi. Od té¢ doby byla
apoptoza intenzivné studovdna a dnes jsou zékladni signalizacni procesy dobie
charakterizovany (Duprez et al. 2009).

Apoptdza je jednou z forem programované bunécné smrti a u zivoCichil se
vyskytuje v prabéhu ontogenetického vyvoje. Jde o komplexni a vice cestami
zprostiedkovany zpiisob, jakym buiika umira. Tento zplisob je geneticky zakddovany
v kazdé¢ bunce t€la. Je aktivni formou bunécné smrti, na které se odumirajici bunka podili
aktivaci specifickych gent. Bylo zjisténo, Ze apoptotické bunky nezplisobuji zanét (na
rozdil od nekrdzy) a jsou pohlcovany sousednimi buitkami (Mlejnek and Mlejnek 2004).

Apoptoézu mize vyvolat aktivace receptort smrti, které se nachdzi na povrchu
buiiky (vnéjsi cesta). Druhym zptsobem, jak mize byt apoptdza spusténa, je uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii (vnittni cesta). Obé cesty vedou k aktivaci kaspas, které jsou
znamé jako efektorové kaspasy. Tyto aktivované formy kaspas §tépi bunécné substraty,
a to vede k biochemickym a morfologickym zmé&nam, které 1ze pozorovat v umirajicich

buiikdch (Mroz et al., 2011).



Mezi tyto zmény patii kondenzace a fragmentace chromatinu v jadfe, tvorba
vybézkl cytoplazmatické membrany a celkové zmenseni a zakulaceni buiiky. V pozdnich
fazich apoptézy dochazi krozpadu celé¢ bunky do tzv. apoptotickych télisek
(Ondrouskova and Vojtések 2014).

Tato téliska obsahuji funk¢éni organely, fragmenty jadra a udrzuji si intaktni
membranu. Na vnitini strané membrany vSech buné¢k je fosfatidylserin, ktery je béhem
apoptdzy vystavovan na vnéjsi stranu membrany a je silné¢ imunogenni. Apoptéze miize
byt zabranéno diky ptsobeni antiapoptotickym ¢lenim proteintim rodiny Bcl-2. Tyto
proteiny pomahaji udrZzovat integritu membran, a tim zabranuji uvolnéni cytochromu c, a
tedy aktivaci kaspas (Mroz et al. 2011). U lidi rozezndvame dvanact kaspas, které patii

mezi apoptotické, ale byly popsany 1 zanétlivé podskupiny kaspas (Duprez et al. 2009).

a) Vnitini cesta apoptozy: Je aktivovana riznymi podnéty, napiiklad poSkozenim
DNA, cytotoxickym poSkozenim. Vnitini cesta pusobi prostiednictvim
mitochondrii, které jsou kontrolovany rodinou proteinii Bcl-2. Mitochondrie
reaguje na podnéty otevienim por ve své membrané a uvolnénim cytochromu c
do cytosolu. Tady potom dochazi k tvorbé apoptosomu. Tim se spusti kaskada
aktivace kaspas, coz vede k typickym morfologickym a biochemickym zménam,

které pozorujeme u apoptotickych bun¢k.

b) Vngjsi cesta apoptozy: Je spusténd navazanim liganda smrti na receptory smrti,
které se nachazeji na plazmatické membrané. Receptory smrti funguji jako

transmembranové prenasSece signalu. Navazani ligandii dochézi k aktivaci

.....

.....

proapoptoticky ¢len rodiny Bcl-2) na tBid. Ten interaguje s dalSimi ¢leny této

rodiny, coz vede ve finale k tvorbé porti na vné€j$i mitochondrialni membrané a



uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy. Tim dochazi ke spojeni vnitini a vnéjsi
cesty (Buytaert et al. 2007; Duprez et al. 2009).

Membrane starts blebblng"‘x
Organelles disintegrate ™
The cell shrinks

Chromatin condenses

Apoptosis

Mucleus and erganelles collapse
Membrane continues to bleb
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Obrazek 1 - Mechanizmus apoptdzy. Pievzato z: (Abou-Ghali and Stiban 2015)
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1.2 NEKROZA A NEKROPTOZA

Nekréza byla dlouho povazovana za ndhodnou a nekontrolovatelnou formu
bunééné smrti, ktera neni podminéna buné¢nou signalizaci. To mize platit pro bunéénou
smrt, ktera je vyvolana vaznym poskozenim, jako je naptiklad hypertermie nebo cytolyza.
V poslednich letech se nahromadily dikazy, které podporuji existenci bunééné smrti
nesouci znaky nekrozy, kterd mize fungovat i v pfisné regulovaném kontextu, nezavisle
na kaspasach a odli$n¢ od apoptdzy — tzv. regulovana nekroza (napt. podtyp regulované
nekrozy zavisly na aktivité RIP1 se nazyva nekroptdza). Tu mulze vyvolat celd fada
stimulti — napt. alkylaéni poSkozeni DNA, vazba ligandli na receptory smrti apod.
(Galluzzi et al., 2012; Galluzzi and Kroemer, 2008).

Nekroticka bunéénd smrt je obecné charakterizovana cytoplazmatickym a
organelovym bobtnanim, které je nasledované prasknutim bunécné membrany a lyzou
bunky. To vede k uvolnéni obsahu bunky do okolniho extracelularniho prostoru a indukei
zanétu. Za urcitych okolnosti je nekroza vysledkem piisné regulované souhry
signaliza¢nich udalosti, které jsou vyvolany rtiznymi stimuly. Ve vétSin€ ptipada ligandy
receptorti smrti aktivuji spiSe apoptdzu nez nekrozu. Pokud je vSak cesta aktivace kaspas
omezend, mize dojit k nekrotické bunécné smrti, ktera plsobi jako zalozni zplsob

bunécné smrti (Duprez et al. 2009).
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Obrazek 2 - rozdily mezi apoptézou (A) a nekrozou (B). Pievzato z: (Duprez et al. 2009)

12



1.3 AUTOFAGIE

Autofagie je bunéény mechanizmus degradace vétSich objemil vnitrobunécného

materialu, a to véetné celych organel. RozliSujeme tfi typy autofagie.

: SOSTH s
K Ll YN AUTOPHAGIC
@ Y SURVIVAL a
LC3 lipidation ./ "¢ ;_."'-:c;v_.
B e @ &% % g i >
(= _Sie_si__h & S\ Vpsas  ATGS ATGI2,
2 b inhibitors BECN1 or AMERA1
\ D_I.__p \ | g o | knockdown/knockout
_ / e } evelopment | \ \
e T vt T 1
= I AUTOPHAGIC p
HEALTHY P & AUTOPHAGIC ™ %0 CELL DEATH
CELL b= = VACUOLIZATION

Obrazek 2 — Schematické znazornéni autofagie v bunééném prezivani a smrti.
Ptevzato z: (Galluzzi et al. 2012)

Eukaryotické buiiky v reakci na stres a pii vyvoji Casto aktivuji autofagii — proces,
kdy se organely a Cast cytoplazmy uzaviraji a rozpadaji v autofagosomech. Ty jsou
dodany do lyzosomt k degradaci. Pii autofagii vyvolané stresovou reakci je snaha o
obnoveni homeostazy a zachovani zivota bunky.

Nasledujici kapitola bude vénovana autofagii podrobnéji.
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4. AUTOFAGIE

1.4 AUTOFAGIE - CHARAKTERISTIKA

Autofagie byla poprvé popsana Christianem de Duve. Ten v roce 1963 zaved]l
pojem ,,autophagy*, coz znac¢i schopnost bunky stravit a znovu vyuzit své vlastni ¢asti.
Rozlisujeme mikroautofagii, makroautofagii a autofagii zprostfedkovanou chaperony. Pti
makroautofagii (dale jen autofagii) jsou agregaty a dlouho-Zijici proteiny uzavirany do
utvarl s dvojitou membranou, které se nazyvaji autofagosomy. Ty nasledné fazuji
s lyzosomy a jejich obsah je v nich protedzami degradovan. Produkty jsou potom bunikou
recyklovany, nebo dale degradovany, a tim vyuzity jako zdroj energie. Cely proces je
regulovany skupinou genti, které oznacujeme jako ATG (autophagy-related genes)
(Ondrouskova and Vojtések 2014).

Nejlépe prostudovany byl proces autofagie u kvasinek, kde autofagie funguje jako
adaptacni mechanismus a udrzuje zivotni funkce. V sav€ich bunkdch miize autofagie
podporovat bunécné prezivani, a to odstranénim poSkozenych organel, toxickych
metabolitli nebo patogenti. Nicméné miize autofagie hrat roli v bunécné smrti, a to diky
jeji nadmeérné aktivité a degradaci zakladnich bunécnych slozek (Buytaert et al. 2007).

Autofagie je proces, ktery builkka vyuziva kizolaci, odstranéni a recyklaci
odpadnich latek. Pii autofagii jsou makromolekuly nachédzejici se v cytosolu zachyceny
v nov¢ vznikajicim fagocytarnim téle a jsou Stépeny ve specidlnim lyzosomu, ktery
potom vysledné metabolity uvolni zpét do cytosolu (Yorimitsu and Klionsky 2005).

Autofagie je procesem bunécného ,,samo-pojidani (Glick et al. 2010). Slouzi
k recyklaci velkych kust cytoplazmy jako zdroje zivin, které poté umoziuji bunce
udrzovani syntézy a energetické homeostazy, a to predev§im b&hem hladovéni a jinych
stresovych stavil. Dlouho je povazovéna za dilezitou cestu degradace proteinti. Na rozdil
od ubiquitin-proteasomového systému, jehoZz cilem jsou jednoduché proteiny s kratkou
zivotnosti, autofagie je procesem, ktery je schopny degradovat proteiny s dlouhou
zivotnosti a celé organely, jako napiiklad mitochondrie, endoplazmatické retikulum,
peroxisomy, jadro a ribosomy (Kaur and Debnath 2015). Je také schopna eliminovat
intracelularni patogeny (Glick et al. 2010).

Autofagie je katabolicky bunéény mechanismus, ktery bunice umoznuje udrzovani

rovnovahy mezi syntézou, degradaci a recyklaci bunéénych produktd. Existuji rizné
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procesy autofagie, ale vSechny zahrnuji lyzosomalni degradaci bunéénych organel a
proteind (Mroz et al. 2011). Hladovénim vyvolana degradace proteinil je vyznaénym
rysem autofagie. Nedavny vyvoj ale osvétlil, jak autofagie mlize mobilizovat riiznou
bunéénou energii a ziviny uklada jako lipidy, sacharidy a zelezo. Toto probiha jak za
hladovéni, tak pii dostatku zivin. Autofagie tedy fidi bunécny metabolismus ve zdravé i
poskozené burice.

V posledni dob¢ je snaha objasnit, jak nefunk¢ni autofagie ovliviiuje metabolické
poruchy a metabolické adaptace u patologickych stavii, naptiklad u nadorovych
onemocnéni (Kaur and Debnath 2015).

Na zaklad¢ morfologickych znaki se termin autofagie pouziva k oznaéeni piipada
bunééné smrti, u které se vyskytuje vyraznd, masivni vakuolizace cytoplazmy (Galluzzi
et al. 2012). Nedochazi ale ke kondenzaci jaderného chromatinu (Ondrouskova and
Vojtések 2014). Ve vétsin¢ zndmych piipadi autofagie ptedstavuje cytoprotektivni
odpoveéd’, kterd je aktivovadna poSkozenymi bunikami ve snaze vyrovnat se se stresem.
Pokud je autofagie inhibovana, dochéazi k urychleni bunécné smrti (Galluzzi et al. 2012).

Role autofagie v nadorovych bunikach je nejasna. Piredpoklada se, ze zavisi na
stadiu nadorového onemocnéni. V ranych fazich autofagie spiSe potlacuje riist nadoru,
protoze odstraiiuje poskozené organely a proteiny. V pozdé¢jsich stadiich naopak spise
pomahd rakovinnym builkdm vyrovnat se se stresovymi podminkami, jakymi jsou
nedostatek Zivin nebo oxidativni stres. Casto je pozorovana akumulace autofagickych
vakuol v cytoplazmé po aplikaci chemoterapie nebo radioterapie. Neni ale zcela
prokazano, zda je autofagie v téchto piipadech pfi¢inou smrti, nebo pouze doprovodnym

jevem (Ondrouskova and Vojtések 2014).

1.5 AUTOFAGIE - MECHANIZMUS

Jsou definovany tfi typy autofagie: makroautofagie, mikroautofagie a autofagie
zprosttedkovana chaperony. VSechny tyto typy podporuji proteolytickou degradaci
cytosolickych soucasti v lyzosomu.

V makroautofagii jsou soucdsti cytosolu pfendseny do lyzosomu v malém
méchyiku s dvojitou membranou, to oznacujeme jako autofagosom. Ten se poté spojuje

s lyzosomem a formuje se autolyzosom.
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Pti mikroautofagii jsou naopak soucasti cytosolu pifimo pohlceny samotnym
lyzosomem, a to diky vchlipeni jeho membrany.
Béhem autofagie zprosttedkované chaperony jsou cilové proteiny pfenaseny pies
lyzosomalni membranu v komplexu s chaperonovymi proteiny (Glick et al. 2010).
Klasicka cesta autofagie probiha ve sledu dobte definovanych krokt (Immunity
2012). Prvni krok autofagie je charakterizovany odd€lenim ¢asti cytoplazmy a jejich
uzavieni do vacku s dvojitou membranou, ktery je nazyvany autofagosom. Ten se
nasledné spoji s lyzozomem za vzniku autofagolyzosomu, coz vede degradaci obsahu.
Utvareni autofagosomu zahrnuje tii hlavni kroky: iniciace, formovani jadra a zvétSeni
1zola¢ni membrany (Kaur and Debnath 2015).
Autofagie za¢ina odloucenim membrany, ktera se také oznacuje jako fagofor. Ten je
pravdépodobné odvozen od lipidové dvojvrstvy nachdzejici se na endoplazmatickém
retikulu, Golgiho aparatu nebo endosomech. Fagofor se rozsifuje, aby byl schopny pohltit
intracelularni soucasti, napiiklad proteinové agregaty, organely a ribosomy. Timto jsou
bunécné soucasti uzavirany do autofagosomu s dvojitou membranou (Glick et al. 2010).
Dozravani naplnénych autofagosomili probihd prostfednictvim fuze s lyzosomem. To
vyvola degradaci latek zachycenych v autofagosomu. Aminokyseliny a dalsi produkty
této degradace jsou prendseny zpatky do cytoplazmy, kde mohou byt tyto produkty
degradace znovu vyuzity k vytvoieni makromolekul nebo pro metabolismus.
Jak je tento komplexni proces zorganizovany na molekularni rovni? Existuje pét
klicovych stupnii:
a) utvareni fagoforu nebo formovani jadra
b) konjugace Atg5 s Atgl2, interakce s Atgl6L
¢) LC3 zpracovani a vlozeni do rozsitujici se fagoforové membrany
d) zachyceni ndhodnych nebo vybranych cili pro degradaci
e) fuze autofagosomu s lyzosomem, to je nédsledovéno proteolytickou degradaci

pohlcenych molekul lyzosomalnimi protedzami

A) TVORBA FAGOFORU

Utvateni fagoforové membrany v kvasinkach je formovano na nebo v blizkosti
cytosolové struktury, kterd je znama jako pre-autofagosomalni struktura (PAS). Formace
této struktury se ucastni celd fada Atg proteind, napiiklad Atgl0, Atgl2 — 14, Atgl6 —
18, Atg29 a Atg31 (Suzuki et al. 2001). Neexistuje ale dikaz, Ze by se tato struktura
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vyskytovala u savci. Zda se, ze vsavéich buikidch fagoforovda membrana vznika
primarné z endoplazmatického retikula. Dokonce je mozné, ze je membrdna za
omezenych podminek odvozena od membrany jaderné. Neni ale mozné vyloucit tvorbu
membran de novo z cytosolickych lipidd. Aktivita Atgl kinasy v komplexu s Atgl3 a
Atgl7 je pozadovana pro formovani fagoforu u kvasinek. Ulk-1 je sav¢éi homolog Atgla
je klicovy pro formovani fagoforu u savcti. Tento krok, tedy formovani fagoforu u savct
a kvasinek, je regulovany serin-threoninovou kindzou TOR, ktera fosforyluje Atgl3, aby
nedoslo k interakci s Atgl u kvasinek a s Ulk-1 u savci (Glick et al. 2010).

TOR reguluje signalni drahy podporujici rst bunky a tato kindza je zaroven
schopna aktivovat katabolické 1 anabolické procesy v buiice (Diaz-Troya et al. 2008).

PI-3 kindzy se d¢li do tii tfid podle jejich struktury a substratové specifity. Pti
autofagii a tvorbé fagoforu je u sav¢ich modelt dobfe znamy vyznam III tfidy PI-3 kinaz.
Tyto kindzy obsahuji katalytickou podjednotku Vps34 (vesicular protein sorting 34). PI-3
kinazy III tfidy funguji jako Zivinami regulované lipidové kinazy, které mohou hrat roli
v regulaci bunécného rustu. Vps34 se ticastni mnoha membranovych procesti, ale pokud
se vyskytuje v komplexu s Beclin-1, ma zasadni tlohu pti autofagii.

Od ostatnich PI-3 kinaz se se Vps34 odliSuje tim, ze vyuziva fosfatidylinositol
jako substrat pro tvorbu fosfatidylinositoltrifostfatu (PI3P). Ten je klicovy pro elongaci
fagoforu, pfijimani Atg proteint do fagoforu (Glick et al. 2010).

B) KONJUGACE

Existyji dva systémy konjugacnich proteinii, mezi které patii ubikvitinové
proteiny Atgl2 a Atg8 (Yang and Klionski, 2009). Tyto dva systémy hraji pii autofagii
klicovou roli (Glick et al. 2010). Oba konjugaéni systémy jsou evolu¢né konzervované
od kvasinek az po Cloveka. Prestoze Atgl2 a Atg8 zdanlivé nemaji stejnou sekvenci
s ubikvitinem, kazdy z téchto proteini obsahuje na C-konci ubikvitinovy zahyb (Yang
and Klionski, 2009).

Atgl2 je kovalentné pfipojen k Atg5 prostiednictvim isopeptidové vazby mezi
glycinem na C-terminalnim konci proteinu Atgl2 a mezi lysinem na proteinu AtgS.
Konjugacni reakce je katalyzovana dal$imi dvéma proteiny, a to Atg7 a Atgl0. Atg7 je
homologem k enzymu E1, ktery aktivuje ubikvitin. Atgl0 funguje jako enzym E2, coZ je

ubikvitin-konjugacni enzym.
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Atg7 hydrolyzuje ATP, coz vede k aktivaci Atgl2 tim, Ze vznika thioesterova
vazba mezi Atgl2 a Atg7. Nasledné je aktivovany Atgl2 piimo pfenesen na AtglO za
vzniku Atgl2-Atgl0 thioesteru. Nakonec je Atgl2 pfenesen na cilovy protein AtgS a
vzniké kone¢ny konjugat. AtgS je dale nekovalentné navazany na dalsi protein — Atgl6 a
vznika multimer, ktery je funkéné klicovy pro autofagii.

Druhy ubikvitinovy protein Atg8 je konjugovan s membranovym lipidem —
fosfatidyletanolaminem (PE). Nejprve dochazi ke stépeni C-konce proteinu Atg8 pomoci
proteinu Atg4, ¢imZ dojde k odhaleni glycinu. Prostfednictvim glycinu je potom Atg8
navazan na Atg7. Aktivovany protein Atg8 je prenesen na Atg3 (enzym podobny E2).
Nakonec je Atg8 konjugovan s PE prostiednictvim amidové vazby mezi C-termindlnim
glycinem a amino-skupinou PE.

Existuje také savei protein Atgl6, ktery tvoii komplex s konjugatem Atgl2-AtgS.

Jsou znamy nejméné Ctyfi sav¢éi homology proteinu Atg8. Mezi nimi je nejvice
zastoupen LC3 v autofagosomalnich membranach a je zaveden jako marker pro sledovani
autofagosomu a aktivity autofagie. Béhem formovani autofagosomu jsou komplex

Atgl2-Atg5-Atgl6 i konjugat Atg8-PE lokalizovany na PAS (Yang and Klionski, 2009).

C) ZPRACOVANI LC3

Druhym systémem, ktery se podili na tvorbé autofagosomtl, je zpracovani
proteinu lehkého fetézce 3 (LC3). Tento protein je spojen s mikrotubuly a je kédovany
savcim homologem Atg8. LC3 je ve vétSin¢ bunck jako cytosolicky protein, ktery je po
vyvolani autofagie Stépen proteinem Atg4. Timto Stépenim vznika LC3B-I. Dojde
k aktivaci tohoto proteinu a ten je poté pirenesen na Atg3 a vznikda LC3B-II. Pfijeti a
integrace LC3B-II do rostouciho fagoforu zavisi na komplexu Atg5-Atgl2. LC3B-II se
nachdzi na vnéj$im 1 vnitinim povrchu autofagosomu, kde hraje roli jak pfi hemifuzi
membran, tak pii vybéru ¢astic, které maji byt degradovany. Béhem autofagie je zvySena
syntéza i zpracovani proteinu lehkého fetézce 3 (LC3). To se vyuziva pro zobrazeni
urovné autofagie v bunkach.

Existuje piibuznd molekula GABARAP (protein asociovany s receptorem
y-aminomaselné kyseliny), ta podléhd podobnému zpracovani béhem autofagie a
vznikajici GABARAP-II je lokalizovana spole¢né s LC3 na autofagosomu (Glick et al.
2010).
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D) ZACHYCENI CILU PRO DEGRADACI

Obecné je autofagie povazovana za nahodny proces. Obrazky z elektronového
mikroskopu Casto ukazuji autofagosomy s riznym obsahem, a to véetné¢ mitochondrii,
endoplazmatického retikula nebo membran Golgiho aparatu.

Zacina ale pribyvat dikaztli, Zze rostouci fagoforovd membrana muze selektivné
interagovat s proteinovymi agregaty a organelami. Existuje ndzor, ze LC3B-II pilisobi
jako receptor ve fagoforu a interaguje s adaptacnimi molekulami na cilovych strukturach
(proteinové agregaty nebo mitochondrie). Touto interakci LC3B-II podporuje selektivni
absorpci cilovych struktur a jejich degradaci. V tomto ohledu je nejlépe charakterizovana
molekula p62/SQSTMI1. Jedna se o multifunkéni molekulu, ktera podporuje obrat
polyubikvitinovanych proteinil (Glick et al. 2010).

E) FUZE AUTOFAGOSOMU S LYZOSOMEM

Nejdiive autofagosom dokonci spojeni rozSifujicich se koncti fagoforové
membrany. DalSim krokem je fuze autofagosomu se specializovanym endozomélnim
kompartmentem, kterym je lyzosom. Formuje se takzvany autolyzosom. S lyzosomy
splyva vnéj§i membrana autofagosomu. Autolyzosom vzniké za ucasti proteini LAMP-1
a LAMP-2. Ve vzniklém autolyzosomu dochazi k degradaci zadrzenych ¢éstic. Rozklad
téchto Castic je usnadnén, pokud dojde ke snizeni pH prostiedi, které aktivuje enzymy.
Pfi zrani autolyzosomu se uplatituji kathepsinové proteazy, které obsahuje lyzosom a

proteiny LAMP-1 a LAMP-2 (Glick et al. 2010).
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5. FOTODYNAMICKA TERAPIE (PDT)

1.6 FOTODYNAMICKA TERAPIE - CHARAKTERISTIKA

Fotodynamicky efekt latek (kterého je dnes vyuzivano ve fotodynamické terapii,
PDT) byl ndhodné objeven pfiblizn¢ pred sto lety, a to studentem mediciny Oscarem
Raabem. Tento novy jev byl ale oficialné popsan Raabovymi profesory — Jesionkem a
von Tappeinerem (Allison and Moghissi 2013).

Na zacatku 20. stoleti von Tappeiner a Jesionek provedli prvni 1ékatskou aplikaci
vyuZivajici interakce mezi fluorescencni latkou a svétlem. PouZili kombinaci eosinu a
bilého svétla k 1é¢bé koznich nadorti. Von Tappeiner potom pokracoval ve vyzkumu
s Jodlbauerem, aby dokézali, Ze je nutna pfitomnost kysliku pii fotosenzitivni reakei.

Tento fenomén a vyuziti riznych fotosenzitizéri v 1é¢bé raznych nadorovych
onemocnéni pak bylo pravidelné zkoumano a znovuobjevovano. VSechny studie
poukazovaly na potenciondlni roli hematoporfyrinu jako diagnostického nastroje
nadorovych chorob. V roce 1955 Schwartz et al. poukazal na to, ze hematoporfyrin
pouzity v pfedchozich studiich byl smési riznych porfyrinti. Proto bylo nutné podavat
vysokou davku, kterd zpiisobovala vysokou toxicitu. Schwartz et al. prokazal, ze po
precisténi této smési byl samotny hematoporfyrin velmi slabé lokalizovan v tumorové
tkani a naopak zbytky, které zlstaly po precisténi mély k této tkadni vybornou afinitu.
Upravil proto hematoporfyrin a ziskal substanci znamou jako derivat hematoporfyrinu.

Schwartz poté presveédcil doktora Lipsona, aby se zamétil na studie tykajici se
derivati hematoporfyrinu. Lipson et al. dale demonstrovali vlastnosti lokalizace tumoru
a v 60. letech 20. stoleti se zacali zabyvat vyuzitim derivati hematoporfyrinu k detekci
tumort. Roku 1993 probéhlo v Kanad¢ prvni klinické schvaleni PDT pro 1€¢bu nadora
mocového méchyte (Ackroyd et al. 2001).

PDT se v poslednich letech objevuje jako novy zplsob 1é¢by nddorovych
onemocnéni. Tato terapie vyuziva kombinaci netoxickych latek, tzv. fotosenzitizérti (PS)
spolu s viditelnym svétlem a molekularnim kyslikem (*0.), které neptisobi $kodlivé,
pokud jsou aplikovany oddélené. Zminéna kombinace zpusobuje produkci reaktivnich
druhil kysliku a ni¢eni nddorti (Mroz et al. 2011).

Jak uz byl zminé&no, PDT se sklada ze t¥i zdkladnich komponent: PS, svétla a 3O..

Zadna ze zminénych soucasti této terapie neni sama o sob& Skodlivd nebo toxicka.
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Spolecné jsou ale tyto komponenty schopné vyvolat fotochemickou reakei, ktera vyusti
k vytvoreni vysoce reaktivniho produktu, ktery je oznacovan jako singletovy kyslik (102).
Pravé tento produkt muze velmi rychle zpisobit vyznamnou toxicitu, kterd vede
k bunééné smrti, a to zejména apoptdézou nebo nekrézou. Celkovy efekt PDT ma
protinadorovy efekt, ktery je odvozovan z 3 mechanismul, které spolu vzajemné souvisi.
Jsou jimi: pfimy cytotoxicky efekt plisobici na nadorové buiiky, poskozeni nebo zniceni
cévniho fecist¢ nadoru a indukce zanétlivé reakce (Agostinis et al. 2011).

PS mohou byt po podani lokalizovany do riznych organelel — nejcastéji jsou to
mitochondrie, Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum, cytoplazmatickd membrana
nebo lyzosomy (Mroz et al. 2011).

PDT je terapeuticky postup, ktery je v soucasné dobé jiz klinicky schvéleny a je
minimalné invazivni. Vac¢i malignim bunkdm mize vyvijet selektivni cytotoxickou
aktivitu. Postup této 1é€cebné terapie spociva v podani PS, po ném nasleduje ozafovani pii

takové vinové délce, kterd odpovida absorpcnimu pasu této latky.

Bylo klinicky prokdzano, ze PDT muze byt léCebnym procesem, predevsim
v pocatecnich stadiich nadort. Tato terapie je minimalné toxickd pro normalni tkan, ma
zanedbatelné systémové ucinky a je u ni vyrazné snizena morbidita (Agostinis et al.
2011). P¥i PDT se vyuziva toho, Ze se tvofi 'O, a dalii reaktivni formy kysliku (ROS).
Tyto formy vznikaji ozafovanim PS nahromadéného v nadorové tkani, a to viditelnym
svétlem. Vznikajici ROS zplisobi v mist¢ nadorové bunky aktivaci nebo spusti
nekrotickou bunécnou smrt, pokud je tvorba ROS (Liang et al. 2015). na druhou stranu,
v zavislosti na lokalizaci PS v buiice mohou vzniklé ROS vést nejen k bunécné smrti, ale
1 k takové odpoveédi bunky, ktera vede k jeji adaptaci (Buytaert et al. 2007).

PS mlZe byt poddno béhem PDT systémové, lokalné nebo topicky. Lécivo je
mozné aplikovat i na 1€zi, kterd nemusi byt vzdy naddorového charakteru. Po uplynuti
inkubaéni doby je obvykle tato specificka 1éze ozafend Cervenym viditelnym svétlem.
V piitomnosti 0> vede toto ozafeni k vytvofeni ROS a nésledné k bunééné smrti a

destrukci tkan€ (Robertson, Evans, and Abrahamse 2009).

1.7 FAKTORY, KTERE HRAJI DULEZITOU ROLI V PDT

A) FOTOSENZITIZER
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Bylo zkouméano velké mnozstvi PS, a to jak v podminkach in vitro, tak in vivo.
Pouze malé mnozstvi ztestovanych PS spliiovalo idedlni vlastnosti pro provedeni
fotodynamické terapie. Tzv. ,idealni fotosenzitizér by mél spliiovat nasledujici
pozadavky: chemickou cistotu, selektivitu pro nadorové bunky, stabilitu fyzikalnni i
chemickou, kratky ¢asovy interval mezi podanim PS a maximalni akumulaci v tumorové
tkani, aktivaci pti takové vinové délce (600 — 800nm), aby doslo k optimalni penetraci do
tkané, a rychla eliminace z téla (Robertson et al.2009).

Ve vétsiné piipadi jsou PS planarni slouceniny — jsou to latky odvozené od
struktur sloZzenych ze ¢tyt pyrrolovych jednotek, které jsou symetricky uspofadané a
vzajemn¢ propojené. Mezi nejvice vyuzivané PS v PDT patii porfyrinoidy, predevSim
pak porfyriny, chloriny a bakteriochloriny. Existuji ale 1 jiné tfidy porfyrinoidd, které jsou
také vyuzivané v PDT — ftalocyaniny a texafyriny.

Priinik svétla do tkdné se zvySuje s rostouci vinovou délkou (dano snizujici se
absorbanci endogennich chromofort ve tkani). Proto PS, které siln¢ absorbuji v cervené
oblasti, nabizeji zlepSeni v kontrole nadorti. Mezi né patii chloriny, bakteriochloriny a
ftalocyany (Macdonald and Dougherty, 2001).

Prvnim PS, ktery byl klinicky vyuzit pfi 1écbé nadorti, byla smés ve vodé
rozpustnych  porfyrin, které nazyvame derivat hematoporfyrinu  (HpD).
Porfimer sodny je CiSténd forma tohoto derivatu a pozdéji se stal znamym pod komerénim
nazvem Photofrin® (Agostinis et al. 2011).

Obecné delime PS do tii generaci. Na porfyrinu je zalozena prvni generace PS.
Do této skupiny patii napt. HpD a Photofrin®. Velmi uZivanymi PS byly derivéty
hematoporfyrinu, coz je porfyrin vytvoreny kyselou hydrolyzou hemu. ProtoZze mé prvni
generace PS fadu nevyhod, zacaly byt studovany latky z tzv. druhé generace. Do této
skupiny patii latky odvozené od celé tady struktur — porfyriny, derivaty chlorofylu,
barviva a jiné. Jako prekurzor PS 1ze pouZit prolécivo — kyselinu 5-aminolevulovou. Tteti
generace PS zahrnuje struktury z prvni 1 druhé generace, které jsou rizné¢ modifikovany
pro selektivnéjsi akumulaci v nddorové tkdni apod. Takovymi modifikacemi jsou napf.
vazba s cholesterolu a protilatek, ¢i nosi¢ové formulace pro lepsi transport v organismu

— nanocastice a liposomy (Macdonald and Dougherty, 2001).
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B) ZDROJ SVETLA

V PDT je dulezité, abychom byli schopni odhadnout, jak se bude svétlo S$ifit
v prostoru cilové tkané. Kdyz svétlo pronikne do tkan€, je bud rozptyleno, nebo
absorbovano. Oba tyto procesy zavisi na typu tkané, do které svétlo proniklo, a na vinové
délce pouzitého svétla (Robertson et al. 2009).

Modré svétlo pronikd do tkdné mnohem méné nez svétlo Cervené nebo
infracervené. Rozmezi vinovych délek mezi 600 — 1200 nm je ¢asto oznaCovano jako tzv.
,»optické okno* tkang€. Na druhou stranu, pouze svétlo vinovych délek do cca 800 nm ma
dostate¢nou energii k vyvolani vzniku 'O,. Vybér vhodného svételného zdroje zavisi na
absorpnim spektru PS, charakteru onemocnéni, ale také cen¢ a velikosti zatizeni
(Agostinis et al. 2011).

Aktivacéni svétlo pouzivané v PDT je nejcCastéji generovano laserem. V nékterych
pfipadech mohou byt pouZity napiiklad obloukové lampy nebo zdroje fluorescenéniho
svétla (tzv. nekoherentni zdroje svételného zateni).

Nejvice pouzivané v PDT jsou lasery, protoze vytvaii vysoce koherentni
monochromatické svétlo. To je potom efektivné sméfované do optickych vlaken, které
v PDT funguji jako zafizeni pro dodavani svétla. Timto zplisobem miize byt svétlo
dodano i na méné pristupna mista v téle (napt. mocovy méchyft ¢i prostata) (Macdonald

and Dougherty, 2001).

1.8 FOTODYNAMICKA TERAPIE - MECHANIZMUS

Fotosenzitizér je schopny interagovat s 0O, a produkovat ROS pouze, pokud je
v excitovaném stavu. Mezi vznikajici ROS patii 'O», hydroxylovy radikal a superoxidové
ionty. Mohou interagovat s nenasycenymi mastnymi kyselinami, nukleovymi kyselinami
nebo aminokyselinami v celé fad€ biologickych struktur. Tato interakce zplisobi oxida¢ni
poskozeni, které miize vést az k bunécné smrti.

ROS jsou povazovany za zdroj cytotoxicity. Je tomu tak z diivodu jejich interakce
prakticky se vSemi makromolekuldrnimi slozkami buniky (pfedev§im lipidy, DNA,
proteiny). ROS jsou tedy redukovdny bunécnymi detoxika¢nimi a antioxida¢nimi
enzymy a latkami. Tuto redukci oznacujeme jako prvni obrannou linii proti ROS, ktera

vSak béhem PDT muze byt pfemozena. To vede k oxida¢nimu stresu a k progresivnimu
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rozvoji selhani bunéénych mechanismti. V sav¢ich bunikach existuje proteolyticky systém
slouzici k odstranéni organel a nevratné oxidovanych cytosolickych proteint, které byly
poskozeny ptisobenim ROS.

V souladu s timto jsou shromazd’ovany dikazy, které poukazuji na to, ze ROS
mohou stimulovat autofagii s funk¢énimi nasledky. Ty mohou byt rizné — od ochrany
buiiky az po aktivaci autofagické bunécné smrti (Reiners et al. 2010).

Velka ¢ast PS ma v zdkladnim (singletovém) stavu dva elektrony, které maji
opacné spiny. Tyto elektrony se nachazeji v orbitalu, ktery je pro n€ energeticky vyhodny.
Cyklicka tetrapyrrolova struktura tvofi takzvany chromofor. Pokud chromofor absorbuje
foton elektromagnetického zateni ve formé svételné energie, dojde pfesunu elektron do
vyss$i energetické hladiny. Chromofor se dostane do excitovaného stavu. Posléze miize
dojit k navraceni do zadkladniho stavu, nebo kinverzi spinu elektronu a vzniku
excitovaného tripletového stavu. PS v excitovaném tripletovém stavu mohou reagovat
dvéma zpusoby, které délime na proces Typu I a proces Typu IL

Procesy Typu I mohou zahrnovat PS, které se nachazi bud’ v singletovém, nebo
tripletovém excitovaném stavu. Excitovany singletovy stav ma velmi kratké trvani, a
proto muze PS reagovat se substratem, pouze pokud je v jeho tésné blizkosti (Josefsen
and Boyle 2008). Proces Typu I se mize vyskytnout i pii reakci PS s organickou
molekulou v bunécném prostiedi (Agostinis et al. 2011).

Procesy Typu II zahrnuji pfimou interakci excitovaného tripletového PS
s molekuldrnim kyslikem. Z excitovaného tripletového stavu PS piechdzi na zakladni
energeticky stav emisi fosforescencniho zareni, nebo pienesenim energie na jinou
molekulu nezativym piechodem (Macdonald and Dougherty, 2001).

Procesy Typu I jsou dale rozdéleny do dalSich dvou mechanismti. Prvni z nich
zahrnuje pfeneseni elektronu (oxidace) z molekuly substratu na molekulu PS — dojde
k excitovanému stavu. Tim vznika radikalovy anion PS a radikélovy kation substratu.
Druhy mechanismus zahrnuje ptenos vodikového atomu (redukce) do excitovaného stavu
PS. Tak vznikaji volné radikaly, které jsou schopné rychle reagovat s molekularnim
kyslikem. Tak vznika komplex tvofeny reaktivnimi kyslikovymi intermediaty, vcetné
reaktivnich peroxidu (Josefsen and Boyle 2008).

Pti procesech Typu I dojde k ziskani vodikového atomu nebo elektronu a tvoii se
radikaly. Nésleduje autooxidace redukovaného PS za vzniku kyslikového radikalu.
Redukce tohoto radikalu miZe poskytnout peroxid vodiku, ktery podléha redukci a miize

vzniknout velmi reaktivni oxida¢ni hydroxylovy radikal.
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Reakce Typu I zavisi pfimo na koncentraci cilového substratu (Macdonald and
Dougherty, 2001).

Naproti tomu procesy Typu II zahrnuji pfimou interakci excitovaného
tripletového stavu PS s *O; v zakladnim stavu.

Vysoce reaktivni kyslikové radikaly, které vznikaji pii procesech Typu II, piisobi
v blizkosti mista jejich vzniku. Jejich zivotnost v biologickém systému je asi 40 ns.
Je velmi pravdépodobné, ze jak procesy Typu I, tak procesy Typu II, hraji klicovou roli
pii poskozeni bunécné membrany a zaroven pii poskozeni mechanismii, které probihaji
v burice. Toto poskozeni vznikd jako dusledek ozateni molekuly PS. Nezbytna je také
piitomnost >0, ktery se podili na zminéném poskozeni. Obecné je piijimano, Ze proces
Typu II ¢astecné prevlada v indukci bunééného poskozeni. Je to z diivodu interakce
molekuly PS s 30,, ktery je ve tkani aerobnich organismii dostupny ve velkém
mnozstvi. In vivo jsou vSak n€které buniky pred ti¢inkem fotodynamické terapie
chranéné. '0s je vychytdvan jinymi latkami — napfiklad histidinem. Tim se snizi Gi¢inek

PDT (Josefsen and Boyle 2008).

TRMOR

CELL
DEATH

Obrazek 4 - Mechanizmus PDT. PS je systematicky aplikovan a po dostatecné dobé potiebné k
akumulaci PS v nadorové 1ézi dojde k ozateni svétlem. Zacnou vznikat ROS (reaktivni kyslikové radikaly). PS
absorbuje foton a tim je transformovan z jeho stavu do excitovaného tripletového stavu skrze kratky excitovany
singletovy stav. ROS ptisobi poté cytotoxicky na nadorové bunky. Pfevzato z: (Kocki et al. 2017)
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6. AUTOFAGIE V PDT

V roce 2006 bylo zjisténo, ze PDT je schopnd vyvolat autofagii — proces
recyklace, ktery lze oznacit i1 jako ,samo-pojidani“. Pavodné byla autofagie
charakterizovana jako reakce na nedostatek zivin nebo jiné formy bunééného stresu.
Nicméné pozd¢€jsi studie ukazaly, ze autofagie mize vést také k bunécné smrti. Mezi
ulohy autofagie patii odstranéni poskozenych organel a nespravné sloZzenych nebo
agregovanych proteintl. Trvale poskozené proteiny totiZ mohou byt zdrojem zvysSeného
oxidacniho stresu, a tim padem maji nepiiznivy U€inek na bunky. Navic organely, které
podléhaji oxida¢nimu stresu, mohou vyvolat adaptaci bunky umoziujici preziti, a tim
podpoftit vznik a rist nadoru.

Ptimé letalni ucinky fotodynamické terapie na bunécnou populaci se zpocatku
objevovaly pfi zahdjeni apoptozy, piicemz vysoké PDT davky maji nekroticky ucinek.
Selektivni indukce bunééného ,,sebe-pojidani nebo ,,sebe-traveni®, které je znamé jako
autofagie, predstavuje novy lécebny cil pro prevenci pii rustu naddoru a pii prevenci
metastaz. Je nutné zminit, ze autofagie ma protichiidné uc¢inky v regulaci bunécné smrti.
Pti uziti v onkologii, miize autofagie vyvolat poztivni i negativni u¢inky na rast a vyvoj
nadoru. (Distefano 2015)

PDT je schopna indukovat apoptozu, nekrozu nebo autofagii. To zalezi na mnoha
faktorech, jako jsou typ PS, typ buiikky a celkova fotodynamicka davka. Molekuly
z rodiny porfyrint, jako je napiiklad produkt proléc¢iva 5-ALA (kyselina aminolevulova),
se ukladaji v mitochondriich a vyvolavaji zde vznik ROS. Hlavné ale zpisobuji
mitochondrialni apoptézu zahrnujici kaskddovitou aktivaci kaspas, kterd vznikd po
aktivaci svétlem.

Autofagie nasleduje po PDT zprostiedkované PS, které jsou zaméfeny na
endoplazmatické retikulum a/nebo na mitochondrie. Sasnauskiene et al. provedl studii
zaméfenou na PDT a odhalil, ze pokud dojde k vnitinimu poskozeni mitochondrie, které
je zptisobeno malou nebo stfedni fotodynamickou davkou, neobjevi se apoptdza, ale je
vyvolana autofagie. AvSak pfi vy$§im fotodynamickém davkovani lze pozorovat
rozséhlou apoptdzu, kterd se objevi spolecné s autofagii.

Nedavné pozorovani, které provedl Francois et al. a dalsi pozorovatelé ukazalo,

ze buiky, které byly podrobeny nejnizsi PDT — dévce, vykazuji vyznamnou hodnotu
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exprese LC3-II (znak autofagie), ale neni pozorovano uvolfiovani cytochromu c ani
Stépeni kaspas (znaky apoptozy;Liang et al. 2016).

Nedavno provedl studii také Donohue et al. — v této studii bylo porovnano vice
nez 3500 sloucenin v automatizovaném mikroskopickém testu. Jejich zjisténi bylo
prekvapujici. Ukazalo se, ze PS — derivat benzoporfyrinu, ktery se komeréné nazyva
Verteporfin®, ma bez ozafeni vlastnost inhibovat autofagii. S vyuzitim téchto informaci
se zkouSelo ovlivnéni bun€¢k vysokou dévkou tohoto PS. To se projevilo snizenym
ucinkem autofagie (Distefano 2015).

Vzhledem k vysoké reaktivité ROS, které vznikaji pfi fotodynamické terapii, je
autofagie iniciovdna k odstranéni oxidativn¢ poSkozenych organel jako jsou
mitochondrie ¢i endroplazmatické retikulum. Kombinace PDT s inhibitorem autofagie
muze vyvolat apoptotickou smrt, coZ vede k lepSimu lécebnému efektu. Autofagie tedy
muze ¢astené chranit buniky a pomoci jim tolerovat u¢inky PDT. Pokud ale bude uroven
autofagie vysoka, povede to k bunécéné smrti (Liang et al. 2016).

Uloha autofagie pii bundéné smrti indukované PDT neni jesté zcela jasna. Existuje

ale nékolik ptikladd, ve kterych by autofagie potencialné mohla hrat roli. Pro-autofagicky
protein Beclin-1 se vaze na Bcl-2. Bcl-2 je cilem mnoha PS, které se bézné pozivaji
v klinickych 1 experimentalnich studiich. Po ztraté funkce Bcl-2 tedy mulze dojit
k zah4jeni autofagie (Reiners et al. 2010).
Podle prof. Kessela mize uz pomérné maléa davka svétla zptisobit smrt vyznamného poctu
nadorovych bunék, které byly vystaveny fotodynamické terapii. Po PDT dochazi
k selektivni ztrat¢ proteinu Bcl-2, coz pfimo vede k apoptdze a nasledné smrti bunky.
Nicméné protein Bax ziistava nedotceny ptisobenim PDT a zlistavd pro-apoptotickym
proteinem (Distefano 2015).

Jedny z prvnich onemocnéni, které byly spojovany s autofagii, byly naddory. Bylo
zjisténo, ze esencialni protein pro autofagii — Beclin-1 — je také nddorovym supresorem.
Praveé produkcei Beclinu-1 autofagie zpocatku potlacuje rist nadoru. To se postupné méni
s tim, jak se nador stava vice vyzralym. Autofagie zacind podporovat progresi tumoru
tim, zZe poskytuje mechanismy pro buiiky ve stiedni ¢asti nddoru, kde je malo Zivin. Tyto
mechanismy poskytuji buikdm energii a ziviny nutné k pfeziti. Bylo také zjisténo, ze
autofagie blokuje cestu apoptozy, a tim chrani nddorové buiiky pred lécbou.

Na druhou stranu, jiné nddorové terapie mohou vyvolavat autofagickou smrt

nadorovych bunék. Tento oboustranny vliv autofagie miize byt vyuzity protinddorovou
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terapii, a tim padem poskytnout lepsi moznosti 1écby pro pacienty s rakovinou (Mroz et
al. 2011).

Stale tedy jesté neni Uplné jasné, jak autofagie miize ovlivnit vysledek PDT.
Obecné je autofagie vyuzivana savcimi bunikami jako obrana proti poskozeni buiky, které
je zptisobeno ROS. Tato obrana je zprosttedkovana odstranénim poskozenych organel
nebo velkych agregatt proteint, které nemohou byt odstranény ubikvitin-proteasomovym
systémem, béhem autofagického procesu. PDT muize stimulovat autofagii, ktera bude
cytoprotektivni, nebo naopak vyvola bunécnou smrt. To zalezi na druhu ROS, a také na
stupni oxidac¢niho poSkozeni (Buytaert et al. 2007; Mroz et al. 2011).

Autofagie mtze hrat roli v indukci apoptozy prostiednictvim PDT, ale tyto dva
procesy mohou vznikat 1 nezdvisle na sobé. Byla provedena studie na mySich
leukemickych bunkéch, ktera ukéizala, Ze vlna autofagie se objevuje tésné pred
apoptozou. Také se zjistilo, ze prevence autofagie umlCovanim genu Atg7 umoziuje
zabiti poSkozenych nebo nadorovych bunék pii nizSich davkach svétla.

Jina situace ale existuje u nddorovych bunck, které nemaji schopnost podstoupit
apoptozu kvili nedostatku Bax a Bak proteinti. V téchto buiikach je prostiednictvim PDT
aktivovana autofagie a nasledné nekréza a bunécna smrt nezavisla na aktivité kaspas.

Zda se, ze autofagie pomaha piezit nddorovym bunkdm, které¢ jsou schopné
apoptozy. Naopak bylo prokdzano, ze autofagie u buné¢k, kterym schopnost apoptozy
chybi, podporuje bunécnou smrt.

Abychom mohli pochopit, jak je autofagie ovlivnénd PDT, je dulezité¢ brat v tivahu
proteiny postizené PDT, které jsou zapojené¢ do tohoto mechanismu. Mnoho protein
(n€které znich jsou piimo zapojené do procesu autofagie) je oxidativné poskozeno
ucinkem PDT. Nékteré PS lokalizované do mitochondrii a endoplazmatického retikula
vyvoléavaji poskozeni Bcl-2, ke kterému se vaze Beclin-1 (pro-autofagicky protein). Déle,
protein IP3 regulujici autofagicky proces, spojeny s endoplazmatickym retikulem, je
jednim z cilli poSkozeni ftalocyaninovym PS (konkrétné Pc4). Jiny PS (AIPcS) zplisobuje
poskozeni savciho cile rapamycinu (mTOR), coZ je regulator riistu, ktery se Ucastni
signalizacni cesty pfi autofagii. Ostatni proteiny, jako naptiklad Beclin-1, Atg-5 nebo
Atg-7, se zdaji byt nedotéené plsobenim PDT. PfestoZze mnoho proteint, které jsou
zapojené do procesu autofagie, je poskozeno, predpoklada se, Ze proteiny podilejici se na

tvorb¢ autofagosomu zlstavaji aktivni (Mroz et al. 2011).
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1.9 PRIKLADY AUTOFAGIE V PDT

Apoptoza asociovana s autofagii pii pouZiti nanondéastic

Pfi pouziti nanocéastic oxidu titani¢nitého s dusikem (N-TiO;) ve spojeni
s viditelny svétlem vznikaji jednak ROS a touto novou PDT zaloZenou na nanocasticich
je také indukovana autofagie. Zatimco dobife rozptylené nanocéstice (N-TiOz) byly
inertni, jejich fotoaktivace viditelnym svétlem vedla k indukci autofagie zprosttedkované
ROS v leukemickych buiikdch K562 a v normalnich perifernich lymfocytech. Tvorba
ROS a indukce autofagie vzriista s vy$sim poc¢tem nanocastic a vyssi davkou svétla.

Pti konstantni energii svétla a vzrlstajici koncentraci nanocastic (N-TiO»)
vyvolaji zvySené hodnoty ROS megakaryocytarni diferenciaci v leukemickych buiikach
K562. Tato diferenciace je zavisla na autofagii. Vysoké koncentrace nanocastic (N-TiO,)
mohou vést k apoptotické bunécné smrti asociované s autofagii.

Pouzitim chemickych inhibitorG autofagie bylo potvrzeno, Ze autofagie je
nezbytnd jak pro megakaryocytarni diferenciaci, tak pro apoptézu vyvolanou
fotoaktivovanymi nanocasticemi.

Aktivace nanocastic predstavuje novou terapeutickou strategii 1écby tumorovych

onemocnéni (Moosavi et al. 2016).

Autofagie vyvolana PDT za pouZiti proléciva kyseliny S-aminolevulové

Biguanid metformin je 1éCivo, které je pouzivano predevsim pro 1écbu diabetu 2.
typu. Metformin zvySuje G¢innost chemoterapie tim, Ze podporuje signaliza¢ni drahu
autofagie zahrnujici adenosinmonofostat-aktivovanou proteinkinasu (AMPK).

PDT s kyselinou 5-aminolevulovou (5-ALA; prekurzor protoporfyrinu IX —
PpIX) vede k apoptoze, kdyz se PpIX akumuluje v mitochondriich. PDT s 5-ALA mtze
vést také k autofagii, a to prostfednictvim aktivace AMPK.

Byla provedena studie, ve které byl vyhodnoceny efekt metforminu v kombinaci
s 5-ALA-PDT. Studie byla provedena in vitro na nadorové plicni bunécéné linii KLN205.
Bunky 1écené 5-ALA-PDT vykazovaly kondenzaci jaderného chromatinu a ptitomnost
autofagosomtl. Tyto vysledky naznacuji, ze v bunikkdch KLN205 probihé jak autofagie,
tak apoptdza pfi kombinované 16¢b€ 5-ALA-PDT s metforminem (Osaki et al. 2017).
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Kombinovana PDT lécba (Photosan-II) s inhibitory autofagie

PDT se casto vyuziva jako terapeuticka 1é¢ba tumorovych onemocnéni tlustého
stieva a kone¢niku. Pouziva se predev§im kvuli jeji schopnosti selektivné se zaméfit na
nadory bez zniceni anatomické integrity tlustého stieva.

Byla provedena studie, kde se zkoumal terapeuticky vyznam vzijemného
pusobeni mezi autofagii a apoptézou pii PDT zprostiedkované Photosan-II (PS-II).
Studie byla provedena jak in vitro, tak in vivo modelech s kolorektalnim tumorem.
Ukézalo se, ze PS-PDT v zavislosti na davce vyvolava apoptdzu i autofagii v buiikach
SW620 a HCT116. Buiky, které podléhaly PS-PDT, vykazovaly jadernou kondenzaci a
zvysily se hladiny $tépené kaspasy-3 a Bax, coZ pfipomind apoptozu. Objevily se takeé
autofagické vakuoly, autofagosomalni struktury s dvojitou membranou a proteiny Bcl-2,
Atg-7 a LC3 souvisejici s autofagii.

Nalezy ukazuji, Ze kombinovana lécba pomoci PS-PDT a inhibitori autofagie
muze byt u€innym prostiedkem k 1é¢be pacientti s kolorektalnim karcinomem (Xiong et

al. 2017).

Inhibice autofagie fotoaktivovanym fytokyaninem

Z duvodu vaznych vedlejsich ucinki syntetickych 1€¢iv je snaha se zaméfit na
latky ptirodniho ptivodu, které by byly vyuzity jako PS. Vyuziti téchto latek by mohlo
vést k eliminaci nezadoucich tcinkt. Jednou z takovych sloucenin je C-fykocyanin (C-
PC). PC vykazuje mnoho biologickych vlastnosti vcéetné protizdnétlivych a
antioxidac¢nich ucinkt. Ma také schopnost nicit volné radikaly a neddvno byly zkoumany
jeho protinadorové Ucinky.

Byla provedena studie, kde bylo vyuzito fykocyaninu obsahujiciho selen (Se-PC).
Byl zkouman PDT efekt Se-PC proti nddoru jater. Byl proveden experiment in vitro a in
Vivo.

Se-PC PDT by mohla indukovat buné€nou smrt prostfednictvim volnych radikalda,
které béhem PDT vznikaji. Tim by doslo ke zvySeni aktivity antioxida¢nich enzymi se
selenem in vivo. Mechanismus Se-PC PDT zahrnuje apoptézu doprovazenou inhibici

autofagie béhem ¢asného vyvoje nadorové 1éze (Liu et al. 2018).
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Photofrin slabé indukuje autofagii in vitro

Autofagie indukovand béhem PDT zptsobuje ptiblizné stejny pocet ptipadii, kdy
dojde ke smrti bunky a kdy naopak buika ptezije. Z toho vyplyva potieba dalSiho
zkoumani autofagie indukované PDT, protoze tento proces jesté nebyl zcela objasnén.
Autofagicka cesta v PDT je slozita a zavisi na mnoha faktorech.

Diivéjsi studie zabyvajici se autofagii zahrnovaly piedevsim PS, které se hromadi
v mitochondriich nebo endoplazmatickém retikulu. Nicméné se vyzkum zabyva otazkou,
zda je autofagie indukovédna i pii pouZziti PS Photofrin, ktery se hromadi hlavné
v bunéénych membranach. Navic existuji ndznaky, ze samotny Photofrin bez aktivace
svétlem, mize fungovat jako inhibitor autofagie. Proto byla provedena studie, kterd byla
zaméfena na vysetieni toho, zda Photofrin-PDT spousti autofagii a zda vede ke zvySeni
citlivosti nebo naopak odolnosti nddorovych bunck vii¢i PDT. V této studii byla vyuzita
bunééna linie lidského karcinomu déloZniho ¢ipku — HeLa a také bunécna linie karcinomu
prsu — bunky MCF-7.

HeLa a MCF-7 bunky byly podrobeny Photofrin-PDT. Western blot analyza
ukézala, Ze tento typ PDT vede ke konverzi cytosolové LC3-I na jeji lipidovanou formu
vazanou na membrany — LC3-II. Tato forma je specifickym markerem autofagie.
Konverze LC3 je zavisld na Case a podané davce. Soub&zna 1écba inhibitorem autofagie
— chlorochinem — vedla k vyrazné¢jsi akumulaci LC3-II nez samotnd PDT. Chlorochin je
znamy tim, ze inhibuje lyzosomalni degradaci autofagosomt.

Jedna z metod pro studium role autofagie zahrnuje genetickou inhibici genti
spojenych s autofagii. Bylo prokazano, ze komplex Atg-5-Atg-12 je nezbytny pro tvorbu
autofagosomt a lipidaci LC3. Byl proto proveden pokus, kdy bylo snizeno mnozstvi Atg-
5 pomoci shRNA a bylo pozorovano, zda tato regulace ovlivni citlivost nadorovych
bun¢k k PDT. Dusledkem byla snizend exprese Atg-5, a snizend konverze LC3-I na
LC3-II v obou bunécnych liniich.

Bylo zjisténo, ze sniZeni exprese Atg-5 vlivem shRNA pouze malo ovliviluje
citlivost nadorovych bunék k PDT. Mize to byt zplisobeno faktem, ze exprese Atg-5 je
sniZend, ale neni pln¢ blokovana.

Byla zaznamenana mirna indukce autofagie v buitkdch HeLa a MCF-7. Je moZné,
ze minimalni exprese proteinii nutnych k autofagii je dostatecna pro ucinnou autofagii,

takZe Gi¢innost PDT je minimaln€ ovlivnéna (Domagala et al. 2018).
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7. ZAVER

Z této prace je ziejmé, ze autofagie je neustdle predmétem zkoumani. Vyzkum se
zabyva otazkou, za jakych podminek je autofagie indukovana a zda je pro buiiku
ptinosem, ¢i nikoliv.

PDT je povazovana za relativn€ novou, ale velmi tispéSnou a slibnou terapii, ktera se
vyuziva pii 1écbé nadorovych onemocnéni. Jedna se o pomérné jednoduchou techniku,
ktera ma velkou ¢innost a minimalni nasledky pro pacienta.

Studie ukazuji, ze stale neni upln¢ jasné, jak autofagie mtize ovlivnit vysledek PDT.
Obecné je autofagie vyuzivana savéimi buiikami jako zachranny mechanismus — napf.
jako vypotadani se s ndsledky oxidativniho poSkozeni bunky. Tato obrana je
zprosttedkovand odstranénim poskozenych organel nebo velkych agregatl proteinti. PDT
muze stimulovat autofagii, kterd bude cytoprotektivni, nebo naopak vyvola bunécnou

smrt. To zalezi na typu PS, a pfedev§im na stupni oxida¢niho poSkozeni.
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