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Hlavnim tématem této diplomové prace je autofagie.
Za normalnich podminek se autofagie podili na udrzeni
bunéfné homeostazy organismu. Deregulace autofagie
ale miUze vést az ke vzniku mnoha onemocnéni, véetné
nadorovych. Nékteré studie také naznaduji, ze autofagie
hraje dalezitou roli pfi vyvoji rezistence nadorovych bunék
k latkam pouzivanym v protinadorové terapii. Pravé
ziskana chemorezistence nadorovych bunék ma €asto za
nasledek selhani 1é&by pfi pouziti metalofarmak na bazi
platiny. PFfesna role autofagie bé&éhem tumorogeneze
ave vyvoji rezistence vSak neni zcela zndama. Proto
studium autofagie hraje v souCasné dobé ve vyzkumu
leé€by rakoviny vyznamnou roli.

V ramci teoretické Casti této diplomové prace jsou shrnuty
zakladni molekularni mechanismy autofagie, moznosti jeji
regulace a jeji uloha pfi vzniku ziskané rezistence
nadorovych bunék k metalofarmakim na bazi platiny.
Okrajové jsou zde také zminény ostatni typy bunécné
smrti — apoptdéza a nekréza. Experimentalni ¢ast se pak
vénuje vlivu cisplatiny na uroven exprese proteinli Beclin-1
a LC3-1l A/B, které jsou zapojeny do autofagické odpovédi
v bunkach lidského ovarialniho karcinomu citlivych
k cisplatiné a se ziskanou rezistenci k této latce.
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1 UvOoD

Pojem autofagie pochazi z feckého ,auto” tedy sam, a ,phagy“ neboli jist. Autofagie
predstavuje slozity evolu¢né konzervovany proces degradace bunécnych komponent
vyskytujici se u vSech eukaryotickych bunék. Poprvé byla popsana v roce 1963 belgickym
biologem Christianem de Duve (de Duve Ch., 1967). Az na malé rozdily probiha autofagie
u vSech eukaryot podobné. Nejdfive jsou d¢astice uréené k degradaci postupné
obklopovany dvouvrstvou membranou, tzv. fagoforem. Jakmile dojde k uplnému uzavieni
Castic, vznikne struktura oznaCovana jako autofagozom. Splynutim autofagozomu
s lysozomem vznikne autofagolysozom, ve kterém probiha samotna degradace Castic.

Za normalnich podminek slouzi autofagie prfedevsim k rozkladu nukleovych kyselin
a proteinli nebo k odstranéni posSkozenych ¢i nadbyteénych organel a je tedy nezbytnym
déjem pro udrzeni bun&tné homeostazy. Funguje také jako adaptacni mechanizmus
umoznujici bunce prezit za stresovych podminek jako je napf. nedostatek zivin, hypoxie
a vysoka teplota. Nedostateéna nebo naopak nadmérna Uroven autofagie muze vyustit
azv naruSeni dulezitych bunénych funkci, coz ma za nasledek vznik mnoha
onemocnéni, véetné nadorovych (Levine B., 2004; Mizushima N., 2011).

Nékteré studie také naznacuji, ze autofagie hraje dllezitou roli pfi vyvoji rezistence
nadorovych bunék k latkam pouzivanym v protinadorové terapii. Pravé ziskana
chemorezistence nadorovych bunék ma Casto za nasledek selhani 1éCby pfi pouziti
metalofarmak na bazi platiny (Siddik Z. H., 2003). Metalofarmaka na bazi platiny jsou
vyuzivana k 1é&bé rakoviny jizZ mnoho let. V praxi se pfedevSim vyuziva cisplatina (cis-
diamindichloroplatnaty komplex, cDDP) a také jeji pfimy analog karboplatina (Brabec V.,
1998). Piesna role autofagického procesu ve vyvoji rezistence vsak neni zcela znama.
Proto studium autofagie hraje v sou¢asné dobé ve vyzkumu IéCby rakoviny vyznamnou
roli.

V ramci diplomové prace byl zkouman vliv cisplatiny na Uroven exprese proteinQ
Beclin-1 alLC3-ll A/B, zapojenych do autofagické odpovédi v bunkach lidského
ovarialniho karcinomu A2780. Proteinové profily bunék A2780 citlivych k cisplating byly
srovnany s hladinami exprese proteinl u linie se ziskanou rezistenci k této latce. Ziskané
vysledky jsou diskutovany s nejnovéjSimi poznatky dostupnymi v odborné literatufe
adopomohou k pochopeni role autofagie ve vyvoji rezistence nadorovych
bunék k cisplatiné.



2 CILE PRACE

1. Shromazdit nejnovéjsi data tykajici se studované problematiky.

2. Zpracovat literarni reSerSi na dané téma.

3. Zvladnout techniku prace s kulturami lidskych nadorovych bunék.

4. Studovat vliv cisplatiny na Uroven exprese proteinl zapojenych do autofagické drahy.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Programovana bunééna smrt

Programovana bunécna smrt pfedstavuje intracelularni kaskadu signalnich drah vedouci
k odbourani  cytoskeletu, fragmentovani jaderné DNA  adestrukci  buriky.
Jde o regulovatelny dé&j, ktery muze byt vyvolan rliznymi podnéty, jak intracelularnimi
(poskozeni DNA), tak extracelularnimi (rdzné formy stresu, virové a bakterialni infekce).
Za normalnich okolnosti slouzi programovana bunéfna smrt k udrzeni homeostazy
organismu, kdy jsou jeji pomoci odstranény staré, poskozené nebo nadbytecné buriky.
V prabéhu embryonalniho vyvoje je také zodpovédna napf.: za vyvoj dutych organd
nervového a kardiovaskularniho systému, prstll atd. Naopak poruchy programované
bunécéné smrti maji za nasledek naruseni homeostazy, ktera muize vést az k poskozeni
organismu a zavaznym onemocnénim (Weil M., 1997).

NejstarSi klasifikace bunétné smrti je zalozena na pozorovani morfologie
umirajicich bunék pod mikroskopem. Porozuméni molekularni draze vedouci k regulaci a
provedeni bunécné smrti, pfispélo k rozvoji klasifikace jednotlivych typd smrti podle
biochemickych kritérii. V dnesni dobé se vSak stale pouziva morfologicka klasifikace spise
nez klasifikace =zalozena na biochemickych kritériich. Podle morfologie Ize
programovanou bunéénou smrt rozdélit na apoptdézu, nekrézu a autofagii (Galluzzi L.,
2012). Na obrazku 1 je pomoci elektronového mikroskopu zachycena typicka morfologie
bunék v apoptdze, nekréze a autofagii spole€né s burikou s normalni morfologii.

Kromé morfologickych znakd lze bunétnou smrt také rozdélit na fyziologickou,
patologickou, programovanou a nahodnou (Galluzzi L., 2012).

Obr. 1 - Morfologie normalni buriky (A), buriky v apoptéze (B), autofagii (C) a nekréze (D);
porizeno elektronovym mikroskopem, zvétseni 4 400x (prevzato z: Ondruskova E., 2014)
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Apoptoza

Apoptdéza je oznaCovana jako programovana bunécna smrt |. typu (PCD 1). Pojem
apoptéza poprvé zmifiuje ve svém c&lanku John F. Kerr na za¢atku 70. let 20. stoleti (Kerr
J. F., 1972). Tento termin pochazi z feckého apoptosis, neboli padani. U apoptotické
bunky (Obr. 1 — B) dochazi ke kondenzaci a nasledné fragmentaci jaderného chromatinu.
Cytoplazma je vice koncentrovana a bunka zmenSuje svij objem. Cytoplazmaticka
membrana vytvafi nepravidelné vybéZzky a burika se rozpada na tzv. apoptoticka téliska.
Diky molekulam fosfatidylserinu na svém povrchu, jsou apopticka téliska rozpoznavana
bufikami imunitniho systému a nasledné fagocytovana (Kerr J. F., 1972). Na rozdil
od nekrézy tento proces nevyvolava zanétlivou reakci organismu.

Existuji dvé hlavni signalni kaskady vedouci k aktivaci apoptozy — vnéjsi, ktera je
aktivovana vnéjSimi podnéty (stresovymi faktory, cytokiny imunitnich bunék, cytotoxickymi
burikami) a vnitini, jez je spousténa vnitfnimi podnéty (poSkozeni DNA, oxidativni stres,
hypoxie, nedostatek rlstovych signalli nebo signall pro preziti).

Vnéjsi draha (Obr. 2) je aktivovana navazanim ligandd (napf.: tumor nekrotického
faktoru a - TNFa, FASL a apoptézu indukujiciho ligandu spojeného s TNF - TRAIL) na tzv.
receptory smrti, jeZ se nachazeji v membrané buriky. Mezi receptory smrti patfi napf.: Fas
receptory (FASR), receptory tumor nekrotického faktoru (TNFR) a dalsi (Chaudhary P. M,
1997). Navazani ligandu na pfislusny receptor vede k aktivaci cytoplazmatické domény
receptoru a k formovani smrt-indukujiciho signalniho komplexu (DISC). Tento komplex je
slozen z adaptorového proteinu, ktery se podili na pfenosu signalu, domény smrti (FADD,
TRADD) transdukujici signal, dale inhibitord apoptickych proteind (clAP), cFLIP
a prokaspazy-8 nebo -10. Prokaspazy pfedstavuji nereaktivni formy kaspaz Stépicich
proteiny. Dimerizaci prokaspaz dochazi k jejich aktivaci. Aktivovana kaspaza-8, respektive
kaspaza-10, pak ubunék typu | Stépi efektorové kaspazy-3, -6 a -7, které spousti
apoptézu. U bunék typu Il kaspaza-8 stépi pro-apoptotické BH3-only proteiny (napf.: Bid,
Bim, Noxa, Puma). Jejich rozstépenim je zménéna permeabilita vnéjSi mitochondrialni
membrany (MOMP), jez nasledné& umozfiuje uvolnéni cytochromu-c z mitochondrie a tim
aktivuje vnitini apoptickou drahu (Scaffidi C., 1998; Galluzzi L., 2012).

U bunék typu | je tedy k aktivaci apoptézy dostacujici navazani ligandu na receptor
smrti a aktivace prokaspazy. U bunék typu Il je dlilezitéd uloha mitochondrii, nebot ztratou
membranového potencialu mitochondrii dochazi k aktivaci kaspaz a uvolnéni cytochromu
¢ (Scaffidi C., 1998).
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Obr. 2 — Vnéjsi draha apoptézy (prfevzato z Galluzzi L., 2012 a upraveno)

O zahdjeni vnitini drahy apoptézy (Obr. 3) rozhoduje kontrolni mechanismus
mitochondrii. Pokud dojde k akumulaci stresovych faktor v bufce (napf.: hypoxie,
poskozeni DNA, atd.), zméni se permeabilita vn&jSi mitochondrialni membrany. Vy€erpani
mitochondrialniho potencialu vede k zastaveni syntézy ATP, inhibici respiraéniho fetézce
a nadbytku reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou neslucitelné se zivotem bunky.
Vnitini draha apoptézy muze byt také spusténa cestou, ve které hraji hlavni uGlohu
kaspazy. Zména permeability vnéjSi membrany, ktera je zplsobena otevienim Bax/Bak
kanall, umozni uvolnéni cytochromu c do cytozolu. Cytochrom c se za pfitomnosti dATP
spoji s proteinem Apaf-1 a prokaspazou-9 a spole¢né vytvofi komplex tzv. apoptozom.
Sté&penim prokaspazy-9 vznika jeji aktivni forma — kaspaza-9, ktera dale t&pi kaspazu-3,
-6 a -7 a timto aktivuje apoptézu (Zou H., 1997; Gross A., 1998; Ouyang L., 2012; Galluzzi
L., 2012).
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Obr. 3 — Vnitfni draha apoptézy (prevzato z Galluzzi L., 2012 a upraveno)

Nekroza

Dalsim typem bunécéné smrti je nekréza. Nekroza nastava u bunék, které nejsou schopny
udrzet homeostazu, ¢imZz dochazi ke ztraté celistvosti plazmatické membrany a vyliti
buné&éného obsahu do okoli (Obr. 1 — D). UvoInéné enzymy pak poSkozuji okolni buriky
a dochazi k vytvofeni zanétu. Kromé patologického ucinku na organismus, ma nekroza
i fyziologickou funkci. Slouzi napfiklad jako obranny mechanismus organismu pfi virovych
infekcich nebo pfi usmrceni nadorovych bunék, u kterych vlivem mutace doslo
k inaktivaci apoptické drahy (Dvorska M., 2008; Ondruskova E., 2014).

Po dlouhou dobu byla nekréza povaZzovana za nahodny a neregulovatelny proces.
Nedavné studie ale prokazaly existenci specifickych signalnich drah vedoucich k aktivaci
nekréozy (Cho S. Y., 2009; He S., 2009). Tento regulovany zpUsob nekrézy byl
pojmenovan jako nekroptéza (Obr. 4). Kiniciaci programované nekrézy dochazi
navazanim ligandd smrti (TNFa, TRAIL, FASL) na pfislusny receptor, stejné jako je tomu
u apoptézy. Cytoplazmaticka Cast receptoru obsahuje doménu smrti (TRADD, FADD),
receptor interagujici proteinové kinazy 1 a 3 (RIP1 a 3) a kaspazu-8 nebo -10. VSechny
tyto €asti vytvari komplex 2. Za normalni situace kaspaza-8 (-10) stépi RIP1 a RIP3 a je
spusténa signalni kaskada vedouci k apoptoze. Za patologické situace, kdy neni pfitomna
kaspaza-8 a -10 nebo kdyz jsou kaspazy inhibovany léky, dochazi k deubiquitinaci RIP1.
Kinaza RIP1 dale interaguje se svym homologem RIP3. RIP1 a RIP3 se vzajemné
fosforyluji, ¢imz se aktivuje nekroptéza (Vandenabeele P., 2010; Li J., 2012; Tsuda H.,
2012). Regulovana nekréza muaze byt také aktivovana poskozenim DNA, kdy je zatim
neznamou drahou aktivovana poly(ADP-rib6za) polymeraza 1 (PARP1). PARP1 se poté
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podili na spojeni RIP1 s RIP3 a jejich fosforylaci, ¢imz je spustén proces nekroptdzy
(Vanlangenakker N., 2011; Galluzzi L., 2012).

E> APOPTOZA
@

Stepem RIP1/RIP3

,» é. »z» NEKROPTOZA
?» Aktivace PARP1 » » NEKROPTOZA

. Poskozeni DNA

Obr. 4 — Regulovana nekréza, neboli nekroptéza (pfevzato z Tsuda H., 2012 a upraveno)

Poslednim typem bunécné smrti z hlediska morfologické klasifikace je autofagie,
ktera je také oznaCovana jako programovana bunécna smrt Il. typu (PCD II). Jelikoz je
studium autofagie ustfednim tématem této prace, je tomuto typu bunééné smrti podrobnéji
vénovana nasledujici kapitola 3.2.

Neméné dilezité jsou dalSi typy buné&né smrti, jako je napf.: anoikis, ke které
dochazi pfi nespravném kontaktu bunék s mezibuné&nou hmotou. Pyroptéza slouzi zase
jako ochrana pfi napadeni bunky imunitniho systému patogeny. Excitotoxicita je velmi
vyznamnym mechanismem smrti neuronu pfi vyskytu vysokych koncentraci glutamatu
(Platenik J., 2015). Wallerova degenerace se rozviji pfi poranéni neuronu, kdy dochazi
k fragmentaci axonu a myelinu (Kaiser R., 2012; OndruSkova E., 2014). K mitotické
katastrofé dochazi pfi poskozeni mitotického aparatu v pribéhu mitotického déleni buriky.
Paraptdza je zpUsobena nadmérnou aktivitou enzymu poly(ADP-rib6ézy) polymerazy 1,
ktera vede Kk poSkozeni DNA. Vyskytuje se u mrtvice, diabetes, zanétu
a neurodegenerativnich onemocnéni. Entdéza pfedstavuje zvlastni typ bunééné smrti, kdy
je burika po ztraté kontaktu s podkladem cela “spolknuta“ druhou bunkou. Netéza, neboli
neutrofilova past, slouzi k obrané organismu pfed mikroorganismy, které jsou chytany
do pasti ze siti neutrofild a nasledné fagocytovany (Galluzzi L., 2012).
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3.2 Autofagie

Autofagie byla poprvé popsana v roce 1963 belgickym biologem Christianem de Duve
(de Duve Ch., 1967). U autofagické bunky (Obr. 1 — C) je typicka pfitomnost vyraznych
vakuol v cytoplazmé a jadra s nekondenzovanym heterochromatinem (Levine B., 2005;
Galluzzi L., 2012). Pojem autofagie, pochazi z feckého ,auto” tedy sam, a ,phagy* neboli
jist. Vystihuje proces degradace vilastnich bunéénych komponent, které jsou pomoci
lysozomu rozloZzeny a nasledné znovu vyuzity. Autofagickymi lysozomy jsou odstranény
vétsi Castice, napf.: proteiny, samotné organely buriky, viry a bakterie, které jsou pfilis
velké nato, aby byly odstranény proteazomy (Levine B., 2004; Mizushima N., 2011).
Autofagie hraje dllezitou roli v fadé fyziologickych a patologickych procest. Podili se
napf. naudrzeni bunéfné homeostazy, remodelaci tkani, fizeni bunécného rustu
a vrozené imunité. Funguje také jako adaptacni mechanizmus umoziujici burice pfezit
za stresovych podminek jako je napf. nedostatek Zivin, hypoxie a vysoka teplota. Naopak
nedostate€na nebo naopak nadmérna uroven autofagie mize pfispét k rozvoji v nékterych
onemocnénich, v€etné rakoviny, neurodegenerativnich a autoimunitnich poruch (Levine
B., 2004; Mizushima N., 2005).

3.2.1 Typy autofagie

Podle mechanismu Ize autofagii rozdélit na 3 typy: makroautofagii, mikroautofagii
a autofagii zprostfedkovanou chaperony (Obr. 5; Mizushima N., 2011).

Makroautofagie

Makroautofagie je nejvyznamnéjSim a také nejvice prostudovanym typem autofagie.
Béhem makroautofagie jsou Castice urCené kdegradaci postupné obklopovany
dvouvrstvou membranou, tzv. fagoforem. Jakmile dojde k Uplnému uzavieni C&astic,
vznikne struktura oznafovana jako autofagozom. Pravé tvorba autofagozomu je
pro makroautofagii charakteristicka. Splynutim autofagozomu s lysozomem vznikne
autofagolysozom, ve kterém probiha samotna degradace astic pomoci enzyma (Glick D.,
2010). Studium makroautofagie bylo pfedmétem této prace a dale v textu je oznaCovana
pouze jako autofagie.

Mikroautofagie

U mikroautofagie jsou proteiny a castice cytozolu pfimo pohlcovany vchlipenim
membrany lysozomu. Nedochazi u ni tedy ktvorbé autofagoforu. Pomoci mikro-
i makroautofagie mohou byt pohlceny velké struktury jak selektivnim, tak neselektivhim
mechanismem (Glick D., 2010). U neselektivniho zplsobu degradace jsou nahodné
rozkladany rizné Castice v cytozolu a organely. Selektivni degradace je oproti tomu
pfesné zamérena na urcity typ struktur nebo organel. Zastupcem selektivni autofagie je
napf. mitofagie, kdy jsou degradovany mitochondrie; pexofagii jsou odstrafiovany
peroxizomy a u nukleofagie dochazi k degradaci jadra. DalSim typem selektivni autofagie
je xenofagie, pomoci niz je odstrafiovan cizorody nitrobunéény material, pfedevs§im pak
viry a bakterie.
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Autofagie zprostredkovana chaperony

Na rozdil od predeSlych druht autofagie, nedochazi u tohoto typu k tvorbé vezikul.
Autofagii zprostfedkovanou chaperony jsou degradovany proteiny, které ve své strukture
obsahuji aminokyselinovy motiv Lys-Phe-Glu-Arg-Gin. Po rozpoznani tohoto motivu Hsc-
70 proteinem chaperonu, dojde k vytvofeni komplexu a jeho pfenosu k povrchu lysozomu.
Pfislusna mutace v tomto motivu mlze zapficinit to, Ze protein nemuze byt touto cestou
degradovan. Zde je komplex navazan na cytozolovy konec lysozomalniho s membranou
asociovaného proteinu 2a (LAMP2a), jehoz prostfednictvim je komplex translokovan
do lysozomu. Zde je pak protein degradovan a na uvolnény Hsc-70 protein pak muze byt
navazan dalSi protein. Na rozdil od makro- a mikroautofagie jde pouze o selektivni zptisob

degradace (Cuervo A. M., 2009; Glick D., 2010; Uberall I., 2010).

Makroautofagie Mikroautofagie

Izolovana
membrana l

Lysozom

Invaginace

Autofagolysozom

Chaperony
zprostredkovana
autofagie

Hsc70 a
Substrat cochaperony

® Q

Lamp-2A Lysozom

€6 —

Obr. 5 - Typy autofagie v savcéich burikach — makroautofagie, mikroautofagie a autofagie

zprostiedkovana chaperony (pfevzato z Mizushima N., 2011 a upraveno)
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3.2.2 Prubéh autofagie v sav€ich bunkach

Autofagie byla poprvé pozorovana u kvasinek, u kterych je tudiz i dobfe popsana.
U sav€ich bunék vSak stale dochazi k jejimu studiu. Az na malé rozdily ale probiha
autofagie u vS8ech eukaryot podobné& (Obr. 6). U kvasinek dochazi ve fazi iniciace
autofagie ke vzniku pre-autofagozomové struktury (PAS). Tato struktura vSak neni
u savCich bunék pozorovana a tudiz autofagie v sav€ich bunkach zacina vytvofenim
izolované membrany, tzv. fagoforu. BEéhem elongace jsou Castice ur€ené k degradaci
postupné obklopovany fagoforem. Jakmile dojde k Uplnému uzavieni astic, vznikne
struktura oznacovana jako autofagozom. V posledni fazi autofagie - maturaci, dochazi
ke splynuti autofagozomu S lysozomem za vzniku autofagolysozomu.
V autofagolysozomu jsou pak ¢astice pomoci enzym( degradovany.

FAZE ELONGACE )
A FAZE MATURACE

A

{ Endozom { /Lysozom \

FAZE INICIACE

& - (@%C ©-@ t

Pre- autofagozomova Fagofor nebo Autofagozom Autofagolysozom
struktura (PAS) izolovand membrana

Obr. 6 - Proces makroautofagie u kvasinek a savcu. Pre-autofagozomovou strukturu
(PAS) je mozné pozorovat pouze u kvasinek. U savéich bunék autofagie zacina
formovanim fagoforu, neboli izolované membrany (pfevzato z Mizushima N., 2007
a upraveno)

Jednotlivé kroky autofagie, tedy iniciace, elongace a maturace, jsou regulovany
pfedevsim pomoci genu specifickych pro autofagii (Atg; Obr. 7). Vice nez 20 téchto genu
bylo padvodné objeveno u kvasinek, ale vétSina z nich ma své homology i v sav€ich
bunkach (Berry D. L., 2007).

Zahajeni autofagie v sav&ich burikach je zajisténo vytvofenim izolované membrany,
tzv. fagoforu. Fagofor vznika zejména z endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu
nebo endozomdi. PFinedostatku transmembranovych proteind nelze vyloucit tvorbu
fagoforu de novo z lipidd v cytozolu (Glick D., 2010). Na formovani fagoforu se podili
komplex proteind ULK1-FIP200-Atgl3. Proteinova unc-51-like kindaza 1 (ULK1)
pfedstavuje sav&i homolog kvasinkového genu Atg1. Jeji spravnou funkci zajistuje
multifunkéni protein FIP200, ktery mimo jiné reguluje velikost bunky nebo se podili
na potlaceni nadorl (Hara T., 2008; Ouyang L., 2012). Komplex ULK1-FIP200-Atg13 je
inhibovan mTOR kinazou tfidy 1 (mTORK1). Pokud mTORK1 kinaza fosforyluje protein
Atg13, nedochazi k jeho navazani na ULK1 protein. Timto nevznikne fagofor a autofagie
je zablokovana (Diaz-Troya S., 2008). K aktivaci mTORK1 kinazy mize dojit napf. pfes
fosfatidylinositol-3-fosfat (PI(3)P) a Akt kinazu. Aktivita mTOR kinazy je naopak
inhibovana adenosinmonofosfatovou kinazou (AMPK). AMPK se v organismu podili
na regulaci metabolismu lipidi a glukdzy v krvi, tim Ze upravuje pomér AMP/ATP.
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Vysoky pomér mezi AMP a ATP spousti aktivaci serin/treoninové kinazy LKB1. Timto
dochazi k fosforylaci AMPK a tim i k jeji aktivaci. AMPK muze byt také aktivovana
prostfednictvim TAK1 kinazy nebo genem p53. DalSi dulezitou roli béhem tvoreni fagoforu
ma protein Beclin-1. Ten je soucasti komplexu s PI3K tfidy Il a vezikularnim proteinem
tfidéni 34 (Vps34). Beclin-1 maze byt inhibovan pres jeho BH3 doménu nékterymi Cleny
Bcl-2 rodiny (napf.: Bcl-2, Bcl-XL a Bcl-w). Jeho inhibici nedochazi k tvorbé izolované
membrany a ke spusténi autofagie. Po vytvofeni fagoforu se na jeho stabilizaci
neznamym zpUsobem podili geny Atg9 a Atgl1 (Puissant A., 2010).

Ve fazi elongace se uplatfiuje komplex genll Atgl6L-Atg5-Atgl2. Tento komplex ma
zasadni vyznam pro protahovani dvojité membrany fagoforu. Kromé né&j se na vytvoreni
autofagozomu podili LC3 protein. Jeho cytozolicka forma, oznaCovana jako LC3-I,
konjuguije s fosfatidylethanolaminem (PE). Diky pUsobeni gent Atg4, Atg7 a Atg3 se LC3-
I méni na LC3-Il formu. Zabudovanim LC3-Il do izolované membrany (fagoforu) dochazi
k jejimu prodluzovani, az vznikne samostatny oddéleny vacek - autofagozom. Ve fazi
maturace se pak autofagozom spoji slysozomem za vzniku autofagolysozomu.
V autofagolysozomu pak probiha degradace Castic pomoci enzym(. Zejména se zde
uplatiiuji cysteinové proteazy - katepsiny. Ziskané ziviny jsou poté bud znovu vyuzity
a buika pfeziva, nebo Zivotaschopné faktory nejsou dostate€né a buika zanika
autofagickou smrti (Puissant A., 2010).

V ramci diplomové prace byl zkouman vliv cisplatiny na urovern exprese proteinQ
Beclin-1 a LC3-1l A/B, jez jsou zapojené do autofagické odpovédi v bunkach lidského
ovarialniho karcinomu A2780. Beclin-1 je sav€i homolog kvasinkového genu Atg6, ktery
predstavuje dullezitou slozku autofagie v sav€ich bunkach a hraje také roli v iniciaci
mitofagie (Choubey V., 2014). Jak jiz bylo zminéno vySe, Beclin-1 je dllezity pro tvorbu
autofagozomu, avSak pouze pokud tvofi komplex s kinazou PI3K. Jadro tohoto komplexu
dale tvofi Vps34, p150. Beclin-1 ma mnozstvi vazebnych partnert, které mohou pozitivné
nebo negativné regulovat autofagii. Napfiklad Atg14, UVRAG a SH3GLB1 zodpovidaji
za pozitivni regulaci na formaci a maturaci fagozomu, zatimco Rubicon, KIAA0226, Bcl-XL
a Bcl-2 maji inhibiéni G&inky. DalSi dualezité proteiny interagujici s Beclinem-1 jsou
AMBRAl1 a Bcl-2L11, které prepinaji lokalizaci Beclinu-1 mezi cytoskeletem
a endoplazmatickym retikulem. V nedavné studii bylo také prokazano, ze s Beclinem-1
interaguje protein spojeny s Parkinsonovou chorobou (Choubey V., 2014). Protein Beclin-
1 zastava také funkci nadorového supresoru a ma zasadni vyznam pro autofagickeé
potlageni nadorl v raném stadiu. Mutace v genech pro Beclin-1 tak muze pfispét k tvorbé
nadoru prostfednictvim deregulace autofagie (Yue Z., 2003). Snizeni urovné Beclinu-1 ma
vliv na vznik neurodegenerativhich onemocnéni jako je Alzheimerova, Huntingtonova
a Machado-Josephova choroba (Choubey V., 2014). Druhym studovanym proteinem byl
LC3-lIl A/B, ktery pfedstavuje savCéi homolog kvasinkového genu Atg8. LC3-1l forma
proteinu se béhem autofagie uplatiiuje pfi tvorb& autofagozomu, kdy jeho zabudovanim
dochazi k prodluzovani izolované membrany. LC3-Il protein, jakoz i jeho izoformy LC3-II
A a LC3-ll B, jsou pouzivany jako markery autofagie (Klionsky D. J., 2012).
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Obr. 7 - Proces makroautofagie u savcu (pfevzato z Puissant A., 2010 a upraveno)

3.3 Autofagie a nadorova onemocnéni

U nadorového onemocnéni dochazi k nekontrolovatelnému mnozeni bunék
a souCasnému potlaceni bunééné smrti. Bylo prokazano, Ze u nadorovych bunék se
vyskytuji poruchy jak v apoptické, tak v autofagické draze. Pravé role autofagie vsak neni
v pribéhu nadorového onemocnéni zcela objasnéna. V dlsledku vzniku hypoxie
a nedostatku zivin béhem rychlého rlstu nadorové tkané dochazi ke spusténi autofagie.
Autofagie pak muze fungovat bud” jako adaptacni mechanizmus umoznujici nadorové
burice prezit vznikly metabolicky stres, nebo muze nadorové buriky usmrtit. Kromé toho
také muze autofagie zpusobit rozklad mitochondrii, které spoustéji vnitini drahu apoptdzy.
Neni tak zcela jasné, jestli autofagie nadorové bujeni podporuje, nebo se jej snazi potlacit.
Proto se objevila hypotéza, Zze autofagie zpoCatku rust nadoru spiSe potladuje, zatimco
v pozdé&jsim obdobi spiSe podporuje jeho rast (Mizushima N., 2005; Uberall I., 2010).
Aktivita autofagie muze byt rozdilna u radznych typl nadorll a je také zavisla na stavu
diferenciace. Snizena aktivita autofagie se vyskytuje napf. u nadoru jater, slinivky bfisni,
prsu a u prekancerdzniho stadia. Naopak zvySenou autofagickou aktivitu vykazuji nadory
tlustého stfeva, plic (Uberall 1., 2010).

3.3.1 Regulace autofagie v nadorovych bunkach

V nadorovych bunkach mize byt autofagie regulovana nékolika cestami. Hlavnim
negativnim regulatorem autofagie je pfedev§im serin/treoninova kinaza mTOR, ktera
za normalnich okolnosti kontroluje mnozstvi rastovych faktor(, Zivin a pozitivné ovliviiuje
bunécny rast. AvSak pfi patologickych stavech, kdy dochazi k jeji aktivaci prostfednictvim
onkoproteind nebo ztratou nadorovych supresort, se podili na vzniku a progresi
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nadorového onemocnéni (Diaz-Troya S., 2008). V savcich burikach se kinaza mTOR
vyskytuje ve dvou formach — jako multiproteinovy komplex mTORK1 a mTORK2. Avsak
pouze aktivita mTORK1 muze byt farmakologicky inhibovana rapamycinem,
temsirolimem, everolimem aj. Analogy rapamycinu se pouzivaji v lécbé gliom{
a pozdéjsich stadii karcinomu ledvin (Uberall 1., 2010; Klener P., 2013). Kindza mTOR1
muze byt také inhibovana hladovénim, kdy dochazi k defosforylaci Atg13, ¢imz se zvySuje
jeho afinita k ULK1 nebo aktivaci AMPK a komplexu TSC1/2 (Diaz-Troya S., 2008; He C.,
20009).

Cinnosti mTOR1 kindzy je inhibovan komplex ULK1-FIP200- Atgl3, ktery se
uplatiiuje v prvni fazi autofagie (Obr. 8 — A). Proteinova unc-51-like kindza 1 (ULK1)
predstavuje savCi homolog kvasinkového genu Atg1. Jeji spravnou funkci zajistuje
multifunkéni protein FIP200, ktery mimo jiné reguluje velikost burfiky nebo se podili
na potlaceni nadorG (Hara T., 2008). Spole¢né s Atg13 tvofi komplex ULK1-FIP200-
Atgl3, ktery je zodpovédny za vytvofeni fagoforu. Tento komplex je inhibovan mTOR
kinazou tfidy 1 (mTORK1), ktera v prostfedi bohatém na Ziviny nadmérné fosforyluje
Atgl3. Protein Atg13 ma pak nizsi afinitu k ULK1 a nemize se tak na néj navazat.
Timto nevznikne fagofor a autofagie je zablokovana (Ouyang L., 2012).

K aktivaci mMTOR1 kinazy muze dojit nékolika zpusoby. U celé Ffady nadoru (napf.:
ukarcinomu plic, prostaty, vajecnikl a slinivky) dochazi k aktivaci mTORK1 pomoci PI3K
a Akt (Obr. 8 — A). Tato draha se uplatriuje hlavné pfi regulaci translace a proliferace
bunék a predstavuje hlavni cil pfi terapii Sirokého spektra nadorovych onemocnéni.
Kaskada PI3K-Akt-mTORK1 je Uzce propojena s dalSimi signalnimi drahami (napf. MAPK
a NF-»B) a dulezitymi regula¢nimi proteiny (napf.: Ras a Raf). Lipidova kinaza PI3K mulze
byt aktivovana jak pfes bunééné receptory, tak proteiny (napf.: Ras; Klener J., 2013).
PI3K dale fosforyluje fosfatidylinositol (4,5)-bisfosfat (PI(4,5)P2) na fosfatidylinositol
(3,4,5)-trifosfat (PIP3) a aktivuje serin/treoninovou proteinovou kinazu Akt. Za normalnich
okolnosti je vznik PIP3 blokovan tumor supresorovym genem PTEN, jehoz funkce vSak
muze byt vlivem mutace deaktivovana. Mutace také aktivuje komplex tuberdzni sklerdzy 1
a 2 (TSC1/2), ktery prostfednictvim Rheb aktivuje mTORK1 (Puissant A., 2010; Ouyang
L., 2012). Kromé aktivace mTORK1 se tato draha podili na inhibici apoptézy v dusledku
zvySeni exprese antiapoptickych gend (napf. Bcl-XL, XIAP - Survivin; Klener J., 2013).

Dal$i signalni drahou aktivujici mTORK1 je Ras-Raf-MAPK (Obr. 8 — A), jejiz
spusténi je vyvolano snizenim mnozstvi aminokyselin (He C., 2009). Navazani signalu
na receptor zpusobi hydrolyzu GTP na GDP a aktivaci Ras. Ras je protein, ktery hraje
dilezitou roli v pfenosu mitogennich signall z extracelularniho do intracelularniho
prostoru. Aktivaci Ras se dale spousti signalni kaskada mitogenem aktivované proteinové
kinazy (MAPK), ke které patfi kaskada Raf-MEK1/2-ERK1/2. Kaskada Raf zahrnuje ftfi
serin/treoninové kinazy — ARAF, BRAF a CRAF/RAF1. Mutace v BRAF se objevuje
u 60 — 70% malignich nadori a inhibice Raf signalni kaskady se tudiz stala hlavnim
terapeutickym cilem. Aktivovany Raf dale fosforyluje mitogenem aktivované proteinové
kinazy 1/2 (MEK1/2), které aktivuji kinazy ERK1/2 (Klener P., 2013).

Protein p53 hraje kromé apoptézy také dulezitou ulohu v autofagii (Obr. 8 — B).
Indukce autofagie prostfednictvim p53 muze byt pfima nebo nepfima. BEhem nepfimé
indukce autofagie protein p53 aktivuje negativni regulatory mTOR kinazy (napf. PTEN,
AMPK, Sestrin 1/2 atd.), které inhibuji ¢innost mTOR kinazy a timto spoustéji autofagii.
V jadfe protein p53 podnécuje autofagii také interakci s DRAM. DRAM je lysozomalni

protein, ktery vyvolava akumulaci autofagozom (Crighton D., 2007). K indukci autofagie
21



mulze také dojit pfimym mechanismem, kdy snizena exprese nebo farmakologicka
inhibice p53 spousti autofagii. Rozdilny vliv na autofagii ma také lokalizace p53. Zatimco
cytoplazmaticky p53 autofagii inhibuje, jaderny p53 plsobi jako pozitivni regulator
autofagie (Puissant A., 2010).

Autofagie muze byt také regulovana proteinem Beclin-1 (Obr 8 — C). Beclin-1 se
podili na tvorbé autofagozomu prostfednictvim komplexu s PI3 kinazou,Vsp34, p150
a Atgl4. S Beclinem-1 interaguje gen UVRAG a Bif-1, které vyrazné zlepSuji aktivitu PI3
kinazy, ¢imz je usnadnéna autofagicka odpovéd. Cinnost Beclinu-1 je naopak inhibovana
prostfednictvim Rubicon, ktery negativné reguluje maturaci fagoforu (Yang Ch.- S., 2012).
Beclin-1 muze byt inhibovan také pres jeho BH3 doménu nékterymi ¢leny Bcl-2 rodiny
(napt.: Bcl-2L, Bcl-XL a Bcl-w). Jeho inhibici nedochazi k tvorbé izolované membrany
a ke spusténi autofagie (Mizushima N., 2007; Ouyang L., 2012). Defekty v genech
pro Beclin-1 jsou spojeny se vznikem nadorQ prsu, vaje¢nik( a prostaty (Lozy F., 2014).
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Obr. 8 — Signalni drahy autofagie v rakovinnych burikach (prevzato z Ouyang L., 2012
a upraveno)
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3.3.2 Autofagie a apoptoéza

Autofagie pfedstavuje programovanou buné&nou smrt Il. typu (PCD II). Od apoptdzy,
ktera je oznaCovana jako programovana bunécna smrt I. typu (PCD I), se li§i v nékolika
morfologickych a biochemickych znacich (viz kapitola 3.1 Programovana buné&cna smrt).
Hlavni rozdil je vSak takovy, Ze apoptéza vzdy zpusobi smrt buriky na rozdil od autofagie,
ktera do jisté doby umozniuje buhce prezit iza nepfiznivych podminek. | kdyz jsou
autofagie a apoptdza odlisné déje, byly mezi nimi prokazany vzajemné vztahy. Za urcitych
okolnosti miize autofagie a apoptdza pusobit synergicky, za jinych okolnosti mize byt
autofagie spusténa tehdy, pokud je apoptdza potlacena nebo naopak. Také muize dojit
k ,pfepinani“ mezi obéma typy bunécéné smrti. Neni tedy pfekvapuijici, Ze obé& drahy spolu
sdileji nékteré regulaéni molekuly (napf.: Bcl-2 proteiny, Beclin-1, p53, Atg5 atd.; Levine
B., 2005; Uberall ., 2010; Ouyang L., 2012).

Gen Atg5 je béhem autofagie potfebny k formaci a prodluzovani fagoforu. Kromé
toho také u bunék indukuje apoptdzu. Apoptdza je vyvolana Stépenim Atg5 genu pomoci
kalpainu. Kalpain je cysteinova proteaza, ktera je aktivovana vapenatymi ionty. Zkracena
forma Atg5 je translokovana z cytozolu do mitochondrii, kde se spoji s anti-apoptickym
proteinem Bcl-XL, ¢imz inaktivuje jeho anti-apoptickou aktivitu. Timto dochazi ke kolapsu
mitochondrialniho membranového potencialu, uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspaz
(Shi M., 2013).

Dalsim prostfednikem mezi autofagii a apoptdézou jsou anti-apoptické proteiny
rodiny Bcl-2, konkrétné Bcl-XL a Bcl-2L. Tyto proteiny jsou oznafovany jako hlavni
regulatory vnitfni drahy apoptozy. Jejich navazani na pro-apoptické proteiny Bax a Bak
brani uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii a spusténi apoptézy (Zou H., 1997; Gross A.,
1998; Ouyang L., 2012; Galluzzi L., 2012). Kromé jejich antiapoptické funkce, mohou také
negativné ovliviiovat autofagii. Jejich navazani na Beclin-1 brani vytvofeni fagoforu, ktery
je nezbytny bé&hem iniciace autofagie. K indukci autofagie pak muze dojit uvolnénim
vazby mezi Beclinem-1 a BH3 proteiny pomoci fosforylace DAPK nebo JNK kinazy
(Mizushima N., 2007; Gump J. M., 2011; Ouyang L., 2012).

Také samotny Beclin-1 propojuje autofagii s apoptézou. Kromé toho, Ze jeho aktivitu
negativné ovliviuji anti-apoptické proteiny rodiny Bcl-2, mlze byt jeho aktivita ovlivhovana
prostfednictvim kaspazy 3. Kaspaza 3 $tépi Beclin-1 béhem terminalni faze apoptdzy.
Zkracena forma Beclinu-1 neni schopna spustit autofagii. Regulace Beclinu-1
prostfednictvim apoptotickych ¢lend muze bud spoustét nebo inhibovat autofagii (Gump J.
M., 2011).

Protein p53 je spiSe spojovan s apoptdézou, avSak své uplatnéni ma také
béhem autofagie. Vlivem poskozeni DNA dochazi k jeho aktivaci. Protein p53 zvySuje
expresi proapoptotickych genu (Bax, PUMA, NOXA atd.) a inhibuje geny antiapoptotické
(Bcl-2, Mcl-1). Vysledkem je zastava bunécného cyklu v nékterém z kontrolnich bodu
a spusténi opravy DNA. Pokud v8ak DNA nelze opravit, podili se p53 na indukci
apoptézy. V organismu tak plni funkci tumor supresorového genu (Klener P., 2013).
Prostfednictvim nuklearniho p53 mulze také byt spusténa autofagie a to bud aktivaci
negativnich regulatori mTOR kinazy (napf. PTEN, AMPK, Sestrin 1/2 atd.), které inhibuji
C¢innost mTOR kinazy, nebo interakci s proteinem DRAM, ktery vyvolava akumulaci
autofagozomu (Crighton D., 2007; Puissant A., 2010).
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3.3.3 Role autofagie v rezistenci k protinadorové terapii
Indukce bunécné smrti a potlaCeni buné&ného preZziti jsou hlavni principy léCby rakoviny.
NejcastéjSimi léCebnymi metodami jsou chirurgické odstranéni nadorového loziska,
radioterapie a chemoterapie. Pravé rezistence vucCi chemoterapeutickym IéCivim
predstavuje hlavni pfekazku pro uspésnou onkologickou lé¢bu, které se v dnedni dobé
vénuje velka pozornost.

K rezistenci nadorovych bunék na IéCiva pfispivaji rizné faktory, v€etné genetickych
a epigenetickych zmén. Objevily se studie, které ukazuji, ze svou roli v rezistenci
k protinadorové terapii hraje také autofagie. Na jedné strané je autofagie aktivovana jako
ochranny mechanismus, ktery pomaha nadorovym bufkam pfizpasobit se stresu
vyvolanému chemoterapeutickymi l1éCivy, coz ma za nasledek vznik rezistence nékterych
nadorovych bunék na chemoterapii. Tomu Ize zabranit inhibici autofagie, kdy by se dfive
rezistentni rakovinné bunky staly znovu citlivymi k G€inkim chemoterapeutickych IéCiv. Na
druhé strané autofagie muze také zprostfedkovat smrt nadorové bunky, ¢imz se zvySuje
ucinnost 1éCby. Role autofagie je u vzniku rezistence rozporuplnd, nebot autofagie muze
zvySit nebo naopak sniZit u€innost protinadorové 1éCby v zavislosti na pouzitém lécivu
a druhu nadorového onemocnéni. Napfiklad NVP-BEZ235, inhibitor PI3K-Akt-mTOR
drahy, umoziuje pfeziti a vznik rezistence u ledvinovych nadorovych bunék, zatimco
u nadort mocového Ustroji zpusobi usmrceni nadorovych bunék.

Kombinace bézné IéCby s cilenou inhibici autofagie tak pfedstavuje potencialni cil
v terapii nadorovych onemocnéni, ktery by mohl vést k vétsi u€innosti 1éEby a ke zlepSeni
klinickych vysledk(l onkologickych pacientd. V souCasné dobé& se jako vhodné
farmakologické inhibitory autofagie jevi napf.: 3-metyladenin (inhibitor PI3 kinazy),
bafilomycin A (specificky inhibitor vakuol typu H'-ATPaza), chloroquin nebo
hydroxychloroquin (latky naru8ujici fuzi autofagozomu s lysozomem). Dale bylo také
provedeno cilené vyfazeni nékterych genl souvisejicich s autofagii, napf.: Atg5, Atg6
a Atg7. VsouCasné dobé& se studium autofagie zabyva objasnénim genetickych
a fyziologickych podminek ur€ujicich, zda autofagie umozni pfeziti bunék nebo jejich smrt
(Sui X., 2013; Choi K. S., 2012).

3.4 Cisplatina a jeji analoga

V roce 1978 byla k lé€bé rakoviny do klinické praxe zavedena cisplatina a tfi roky poté jeji
pfimy analog karboplatina. Cisplatina je genericky nazev pro cis-diammindichloroplatnaty
komplex (cDDP), ktery je také jinak nazyvan podle svého objevitele jako Peyronuv chlorid.

Ve své struktufe cisplatina obsahuje 11 atomu — k centralnimu atomu platiny
v oxidaénim stupni Il jsou navazany dvé skupiny amoniaku a dva atomy chléru, které
pfedstavuji reaktivni misto tohoto komplexu. Z hlediska protinadorové ucinnosti cisplatiny
je dulezita poloha téchto reaktivnich skupin. Pouze konfigurace cis (tedy poloha chléru
vedle sebe) je Uucinna. Jeji izomer transplatina, ktera ma reaktivni skupiny chléru umistény
v konfiguraci trans (tedy proti sobé), je protinadorové neucinny i pfesto, Ze je jeji chemické
sloZzeni shodné s cisplatinou. Karboplatina je analog cisplatiny, ktery ma stejny
mechanismus UGg&inku jako cisplatina. Uginkuje také na podobné druhy nador(i jako
cisplatina, oproti ni ma vSak pozménéné nékteré toxické ucinky (Brabec V., 1998).
Chemicka struktura cisplatiny, jejiho izomeru transplatiny ataké jejiho anologu
karboplatiny jsou uvedeny na obrazku 9.
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Obr. 9 — Chemicka struktura cisplatiny (a), transplatiny (b) a karboplatiny (c)

3.4.1 Mechanismus biologického ucinku cisplatiny

Cisplatina se vyuziva pfedevSim klécbé nadorového onemocnéni varlat, prostaty,
vajecnikll, moCového méchyre, travici trubice, malobunéénych nadort plic a nékterych
typt nadoru hlavy a krku. Neni vS8ak ucinna v lécbé nejCastéji se vyskytujicich nador(
u lidi jako jsou nadory tlustého stfeva a prsu. K faktordm, které omezuji Ié€bu pomoci
tohoto cytostatika, patfi prfedevS§im jeji vysoka toxicita a potencialni kancerogenni
a mutagenni vlastnosti. Cisplatina ma pravdépodobné takeé teratogenni ucinky (Brabec V.,
1998; Informacni letak k IéCivu CISPLATIN "EBEWE").

Molekula cisplatiny pronika do nadorové buriky, kde dochazi k vymeéné chloridovych
ligandl za molekuly vody. Timto se z plvodné elektroneutrainiho komplexu cisplatiny
stane kationt, ktery ochotné reaguje se zaporné nabitou DNA. Cisplatina reaguje s DNA
ve dvou krocich. V prvnim kroku se vaze na nukleovou bazi guanin. Ve druhém kroku
vytvaFi mistek mezi dvéma sousednimi molekulami guaninu v jednom Fetézci DNA, ¢imz
narusuje jeji pravidelné uspofadani a zplsobi ohnuti podélné osy dvousSroubovice
smérem do velkého zZlabku DNA. Po vytvofeni mustku se v misté jeho vzniku na DNA
specificky navazi bilkoviny obsahujici tzv. HMG box a bilkovina histon H1. Tyto bilkoviny
brani pfistupu sloZek reparacniho systému k poSkozené DNA. Pfi replikaci nebo
transkripci DNA pak tyto neopravené mustky predstavuiji pfekazku pro polymerazy a brani
prubéhu téchto déja, které jsou pro déleni bunky nezbytné. Timto mechanismem
cisplatina zabranuje déleni nadoroveé burky (Brabec V., 1998; Sun X., 2014). Kromé toho
cisplatina plasobi také nespecificky na bunéény cyklus a ovliviiuje tedy i buriky v G, fazi.
Podili se na inhibici urCitych imunitnich procest, avSak stimuluje cytotoxicitu makrofag
(Informacni letak k léCivu CISPLATIN "EBEWE"). Izomer cisplatiny — transplatina je
protinadorové neucinna, jelikoz nemuze kvl jinému prostorovému usporadani vytvofit
mustek mezi dvéma nukleotidy. Proto se pfedpoklada, Ze pravé vytvofeni mustkd
pfedstavuje poSkozeni, které je odpovédné za protinadorovou uc€innost cisplatiny (Brabec
V., 1998).

3.4.2 Rezistence bunék k cisplatiné

Dalsi prekazkou, ktera omezuje pouzivani cisplatiny v onkologické IéCbé je Casto se
vyskytujici ziskana rezistence nadort k tomuto léCivu. Rezistence k cisplatingé, ktera se
objevuje po opakované [é¢bé timto cytostatikem, vyrazné snizuje jeji 1éCebny G€inek.

Na ziskani rezistence bunék k cisplatiné se uplatiuje mnoho mechanismu, které
vykazuji multifaktorialni charakter. Mezi tyto mechanismy patfi napf.: nedostate¢né
navazani cDDP na DNA (cDDP je béhem cesty k biologickému cili Castecné
inaktivovana), zvySena reparace DNA, deregulovana exprese transportéri a zménéna
exprese a aktivace genu zapojenych v bunééné smrti (Wang J., 2014). U 70-90% pfipadud
se vyskytuje také sniZzena akumulace lé€iva v burice, kterd ma vliv na vznik rezistence.

25



Plati vSak, ze snizena akumulace Ié€iva neni pfimo umeérna urovni rezistence. Snizena
akumulace léciva v bufice mize byt zpusobena bud inhibici vstfebavani IéCiva, zvySenim
efluxu léCiva nebo obéma zpusoby. U nadorovych bunék byla objevena rodina tzv. MRP
proteind, ktera je slozena ze sedmi ¢lend. Tyto proteiny jsou spojeny s efluxem celé fady
lék( z nadorovych bunék. Konkrétné za zpétné cCerpani cisplatiny ven z bunky je
zodpovédny MRP2 protein. Dale jsou stimto déjem spojeny dvé ATPazové pumpy
ATP7A a ATP7B (Siddik Z. H., 2003). Zadné studie v8ak nepfinesly pfesné objasnéni
mechanismu, ktery je zodpovédny za rezistenci nadorovych bunék k cisplatiné.

Dalsim déjem, ktery ma za nasledek vznik rezistence nadorovych bunék
k cisplating, je autofagie. Bylo objeveno, Ze nadorové burky plic rezistentnich k cisplatiné
H460/cis vykazovaly vyznamné niz§i Uroven autofagie v porovnani s jejich protéjSky
citlivymi k cisplatiné. Spole€na Ié¢ba cisplatinou a induktorem autofagie triflorperazinem
pak vedla ke zvySeni citlivosti H460/cis rezistentnich bunék k cisplatiné. Proto bylo
navrhnuto, ze snizeni Urovné autofagie muze podporovat rezistenci k cisplatiné
u nadorového onemocnéni plic. V dalSich studiich, kde byly pouZity jiné druhy nadorovych
bunék, byl ale prokazany opacny efekt autofagie. Napfiklad u lidskych nadorovych bunék
jicnu OE19 a KYSE450 inhibice autofagie prostfednictvim uml&eni exprese Beclinu-1
a Atg7 zlepSovala efekt chemoterapeutika 5-floruracilu. Tato studie tak ukazuje,
Ze inhibice autofagie nevyvolava u téchto bunék rezistenci, naopak muze slouzit jako
potencialni cil k zlepSeni terapeutické u€innosti obvyklych chemoterapeutik. Jinak je tomu
u nadorovych bunék prsu MCF-7, kde naopak indukce autofagie zlepSuje cytotoxicky
ucinek doxorubicinu a etoposidu (Bao L., 2015).

V ramci diplomové prace byla zkoumana rezistence nadorovych bunék vajecnikl
k cisplatiné. U ovarialnich nadorovych bunék bylo zjiSténo, ze 1é¢ba cisplatinou aktivuje
ERK a gen Atg5, ¢imz indukuje autofagii. Studie dale prokazaly, Ze nadmérna exprese
genu Atg5 zvySuje citlivost bunék na rlizné druhy Iékd. Indukce autofagie u ovarialnich
nadorovych bunék umozriuje jejich pFezivani, plsobi proti toxickym GCinkim cisplatiny
a ma tak za nasledek vznik rezistence k tomuto IéCivu. Farmakologicka inhibice autofagie,
nebo umiceni ERK a genu Atg5 prostfednictvim siRNA pak muze ucinit buriky se
ziskanou rezistenci k cisplatiné znovu citlivé k u€inkim tohoto cytostatika (Wang J.,
2014). Dalsi studie prokazaly, ze dllezitou roli v pfekonani rezistence hraje Beclin-1.
Inhibice autofagie prostfednictvim umiceni exprese Beclinu-1 totiz ucini rezistentni bunky
opét citlivé k 1éEbé cisplatinou (Bao L., 2015). Jako slibna strategie pro pfekonani
rezistence lidskych ovarialnich bunék k cisplatiné se jevi také snizeni ucink( hypoxii
indukovatelného faktoru 1 (HIF1), ktery reguluje metabolické enzymy podilejici se
na glykolyze. U normalnich bunék, které jsou citlivé na ucinky cisplatiny, zpUsobuje
cisplatina degradaci a podjednotky HIF1 (HIF1a), zatimco u jejich rezistentnich protéjSku
se tak nedéje. Proto by mohlo genetické umi€eni nebo farmakologicka degradace HIF1la
zvysit odezvu k cisplatiné. Uml€eni HIF1a u rezistentnich nadorovych bunék také
umoziuje prfeorientovani aerobni glykolyzy na mitochondrialni oxidativni fosforylaci.
To vede k vyvolani apoptotické bunééné smrti prostiednictvim nadprodukce reaktivnich
forem Kysliku, které vznikaji jako vedlejSi produkt oxidativni fosforylace (Ai Z., 2016).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1

Biologicky material a chemikalie
buniky lidského ovarialniho karcinomu A2780 a A2780cisR poskytl prof. B Keppler
Z Univerzity of Vienna v Rakousku
RPMI 1640 (Sigma, Ceska republika)
10% fetalni hovézi sérum (FBS; Sigma, Ceska republika)
streptomycin (100 pg - mI™*; Sigma, Ceska republika)
penicilin (100 U - mI™; Sigma, Ceska republika)
trypsin/EDTA (Sigma, Ceska republika)
cisplatina (Sigma, Ceska republika)
100% dimethylsulfoxid (DMSO; Duchefa, Nizozemsko)
Thiazolova modi (MTT; Duchefa, Nizozemsko)
fosfatazovy inhibitorovy koktejl (Sigma, Ceska republika)
proteazovy inhibitorovy koktejl (Sigma, Ceska republika)
tris-(hydroximethyl)-aminomethan (TRIS; Serva, Némecko)
0,1% hovézi sérovy albumin (BSA; Takara, Japonsko)
100% ethanol (Penta, Ceska republika)
marker 12 000 — 225 000 Da (GE Healthcare, Velka Britanie)

kontrolni buné&né extrakty pozitivni a negativni na pfitomnost LC3-Il A/B proteinu
(Cell Signaling, USA)

PVDF membrana (Bio-Rad Laboratories, USA)

100% methanol (Penta, Ceska republika)

10% persiran amonny (APS; Sigma, Ceska republika)
Tween® 20 (Sigma, Ceska republika)

N,N,N’,N’- tetrametylendiamin (TEMED; Serva, Némecko)

primarni protilatky: beta-actin (Abcam, Velka Britanie), Beclin-1 a LC3-1l A/B (Cell
Signaling, USA)

sekundarni protilatky znacené kifenovou peroxidazou: anti-mysi IgG a anti-kralici
IgG (Cell Signaling, USA)

30% AA/BisAA 19:1 a 29:1 (Bio-Rad Laboratories, USA)

Cinidlo Bradfordové (Bio-Rad Laboratories, USA)

chemiluminiscenéni substrat SuperSignal® West Dura (Thermo Fisher Scientific,
USA)

deionizovana voda (dH,0)
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4.1.2 Pouzité roztoky a gely
Fosfatovy pufr 10x pH 7,4 (PBS 10x)
e 150 mM NacCl
e 2mMKCI
e 10 mM Na,HPO,
e 2mMKH,PO,

Nonidet-P40 pufr (NP-40)
e 150 mM NacCl
e 1mMNP-40
e 50mM Tris pH 8,0

Laemmliho nanaseci pufr 2x pH 6,8 (LSB 2x)
e 4mMSDS
¢ 1 mM 2-merkaptoethanol
e 2 mlglycerolu
e 0,4 mM bromfenolova modr
e 125 mM Tris HCI

Migraéni pufr pH 8,3
e 25 mM Tris
e 190 mM glycinu
e 1mMSDS

Transferovy pufr
e 48 mM Tris
e 39 mM glycin
e 0,4mMSDS
¢ 200 mM methanol

Tris pufr 10x pH 7,6 (TBS 10x)

e 50 mM Tris
e 150 mM NacCl
¢ doplnit do 11 deionizovanou vodou, adjustovat pH na 7,6 pomoci HCI

Tris pufr s Tween (TBST)

e 50mlTBS 10x
e 450 mlvody
e 0,5mlTween 20
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Barvivo Ponceau S 0,1%

e 0,1gPonceau S
e 10 mlledové kyseliny octové
e doplnit do 1 | deionizovanou vodou

5% blokovaci mléko

e 50 g suSeného mléka bez tuku
e 100 mITBS 10x

e 1 mlTween 20

e 900 ml vody

Miléko pro fedéni protilatek
e 12,5 g suSeného mléka bez tuku
e 25mlTBS 10x
e 225 mlvody

12% délici gel
o 4,9 mlvody
o 6 ml 30% akrylamidu
e 3,8 mltris-Cl (1,5 M, pH 8,8)
e 0,15ml10% SDS
e 0,15 ml 10% amonium persulfatu
e 0,006 ml TEMED

15% délici gel
e 3,4 mlvody
e 7,5ml30% akrylamidu
e 3,8mltris-CI (1,5 M, pH 8,8)
e 0,15ml10% SDS
e 0,15 ml 10% amonium persulfatu
e 0,006 ml TEMED

5% zaostrovaci gel

e 3,4 mlvody

e 0,83 ml 30% akrylamidu

e 0,63 mlTris-Cl (1,0 M, pH 6,8)

e 0,05ml10% SDS

e 0,05 ml 10% amonium persulfatu
e 0,005 ml TEMED



4.1.3 Metody
Kultivace bunék

Pro experimenty byly vybrany buriky lidského ovarialniho karcinomu A2780 citlivé
k pUsobeni cisplatiny a buriky A2780cisR se ziskanou rezistenci k tomuto IéCivu. Uvedené
bunécéné linie se bézné pouzivaji k testovani biologického U€inku latek na bazi platiny.
Buriky byly péstovany dle standardniho protokolu v médiu RPMI 1640, které bylo
dopInéno o tepelné inaktivované fetalni hovézi sérum (10%), streptomycin (100 pg - ml™)
a penicilin (100 U - mI'"). Ziskana rezistence A2780cisR bunék byla udrzovana pfidavkem
cisplatiny (1 uM) do rdstového média pfi kazdé druhé pasazi. Buiky byly kultivovany
v inkubatoru pfi teploté 37 °C, v atmosféfe 5% oxidu uhli¢itého a po dosazeni konfluence
pasazovany za pomaoci trypsinu.

MTT test bunééné viability

Citlivost nadorovych bunék Kk cisplatiné byla testovana pomoci kolorimetrického MTT
testu. Nejdfive byla k bufikdm A2780 a A2780cisR pfidana cisplatina o koncentraci
0,1;0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,3; 12,5; 25 a 50 uM. Takto oSetfené bunky byly inkubovany
72 hod pfi teploté 37 °C. Po této dobé byl proveden MMT test bunééné viability, kdy buriky
byly 4 hod inkubovany s 10 ul 0,5% MTT pfi 37 °C. Tato metoda je zalozena na redukci
Zlutého 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT)
mitochondridlnimi enzymy Zivych, metabolicky aktivnich bunék. Redukci vznikaji tmavé
fialové krystaly formazanu (Obr. 10), které Ize rozpustit pfidanim silného detergentu.
V naSem pfipadé byl pouzit 100% DMSO. Po pfidani 100 pyl 100% DMSO byly burky
ponechany 20 min na tfepacce. Intenzita fialového zbarveni vzniklého roztoku se
vyhodnocuje spektrofotometricky pfi vinové délce 570 nm a je pfimo umérna poctu zivych
bunék. Cim je tmavsi barva roztoku a tedy i vy$$i absorbance, tim je vy$8i procento
Zivych bunék. Z grafické zavislosti pfezivani bunék (%) na koncentraci testované latky
(MM) Ize pak vypocitat hodnoty ICsy. ICsq udava koncentrace slouéeniny, pfi niz testovana
chemikalie zplsobi smrt 50 % bunék (I. Miki, 1993; T. L. Riss, 2013).
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Obr. 10 — Redukce MTT na formazan (pfevzato z: Riss T. L., 2013)
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Priprava proteinovych extraktu

Buniky A2780 a A2780cisR byly sazeny na kultivaéni misky (60 mm; TPP) v hustoté
10° bunék na 6 ml rGstového média a inkubovany pii 37 °C v 5% atmosféfe oxidu
uhli¢itého pfes noc. Poté byly ovlivnény cisplatinou v fadé koncentraci 1,5; 3; 6; 12
a 24 uM a dale ponechany v inkubatoru po dobu 24 hod. Nasledné byly bunky sklizeny do
200 pl pufru NP-40 s pfidavkem fosfatazovych a proteazovych inhibitor a tfepany 1 hod
na ledu. Béhem této doby doSlo k naruseni povrchu bunék. Proteiny byly nasledné
oddéleny od ostatnich €asti bunék centrifugaci pfi 12 000 rpm po dobu 30 min pfi 4 °C.
Nakonec byl odpipetovan supernatant, ktery se pouzival v dalSich ¢astech experimentu.

Stanoveni koncentrace proteinli ve vzorcich

Celkova koncentrace proteind v bunéném lyzatu byla stanovena metodou Bradfordové.
Méreni probihalo na mikrotitraéni desti€ce s 96 jamkami, jez umozfiuje pouziti
minimalniho mnozstvi vzorku, soucasné méreni koncentracnich fad nebo méreni
v nékolika opakovanich. Nejdfive byla v dubletu pfipravena koncentracni Ffada.
Jako standard pro sestaveni kalibracni kfivky byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA)
v fadé koncentraci 0, 1, 2, 3, 4, 5 a 10 yM. Nasledné byly v tripletu napipetovany vzorky
jednotlivych extraktl. Ke vS§em vzorkim extraktt a koncentrani fady bylo poté pfidano
200 pl ¢ginidla Bradfordové. Zakladni slozkou ¢inidla Bradfordové je barvivo Coomassie
brilliant blue G-250. Barvivo se vaze v kyselém prostfedi na molekuly proteinu dvéma
zpUsoby. Na nepolarni ¢ast proteinu se vaze trifenylmethanova skupina a na bazické
skupiny vedlejSich fetézch aminokyselin argininu a lysinu je vazan anion sulfoskupiny.
Po navazani barviva Coomassie brilliant blue G-250 na proteiny dochazi k zménéni barvy,
které je umérné mnozstvi proteinu (Kas J., 2005). Intenzitu zbarveni Ize urcit
spektrofotometricky pfi 595 nm. Koncentrace proteint v analyzovaném vzorku je poté
zjisténa vypoctem z rovnice kalibrac¢ni kfivky pro BSA standard.

SDS-PAGE

Pro separaci proteind ve vzorku byla pouzita diskontinualni polyakrylamidova gelova
elektroforéza za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Dodecylsulfat sodny
(SDS) je denaturacni cCinidlo, které tvofi komplexy s proteiny a udéluje jim celkovy
negativni naboj. Komplexy SDS-protein pak za pfitomnosti elektrického pole migruji
ke kladné elektrodé, tedy kanodé. Proteiny jsou takto rozdéleny na zakladé své
molekulové hmotnosti (Kinter M., 2000).

U diskontinualni elektroforézy jsou pouzity dva druhy geli — zaostfujici a délici,
které se liSi koncentraci polyakrylamidu a také sloZzenim pufru. V naSem pfipadé byl
pouzit 5% zaostfujici gel a 12% nebo 15% délici gel, pomér akrylamidu (AA)
ku bisakrylamidu (Bis) 19:1 nebo 29:1. Hustota gelu a velikost péra je ovlivnéna
koncentraci akrylamidu a -N,N’-methylenbisakrylamidu. Akylamid ovliviiuje délku
jednotlivych polyarkyamidovych fetézcll, zatimco -N,N’-methylenbisakrylamid uréuje
stupen zesitovani gelu a tim i velikost pord. Rlzny pomér AA:Bis ovliviiuje také pouziti
danych gell,, napf. pomoci 10% gell jsou idealné separovany stfedné velké proteiny
(molekulova hmotnost 50-100 kDa), kdezto 15% gely jsou vhodné k separaci malych
proteint (molekulova hmotnost < 20 kDa) (M. Kinter, 2000). Na gel bylo naneseno 20 ug
proteind, které byly dopinény do celkového objemu 15 pl pfidanim pfislusného mnozstvi
LSB 2x barvy a deionizované vody. Pfed samotnym nanesenim byly vzorky denaturovany
v termobloku pfi 97 °C po dobu 5 min. Na gel bylo také naneseno 5 ul kolorimetrického
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markeru proteinové velikosti (Amersham ECL Full-Range Rainbow Molecular Weight
Markers), ktery umozriuje snadné a pfesné urCeni polohy proteint na polyakrylamidovém
gelu. V neposledni fadé bylo na gel aplikovano 10 ul LC3 II" a LC3 Il kontroly. LC3 Il je
protein, ktery vznikda bé&hem formovani autofagozomu a slouzi tedy jako indikator
autofagické aktivity (L. Bao, 2014). Jako LC3 II" kontroly jsou oznageny extrakty z HelLa
bunék, které byly ovlivnény chloroquinem, jez vyvolava autofagii. Na gelu by proto mél byt
patrny prouzek odpovidajici LC3 Il proteinu. LC3 II" jsou naopak extrakty z neoSetfenych
HeLa bunék a na gelu bychom tedy neméli Zadny prouZek detekovat. Samotna
elektroforeticka separace probihala 20 min pfi 60 V v zaostfovacim gelu a poté 1,5 hod
pfi 125 V v délicim gelu.

Pfenos proteinii na membranu

Separované proteiny byly dale pfeneseny z gelu na polyvinyl difluoridovou (PVDF)
membranu pomoci metody ,semi-dry“ Western blot. Pfi této metodé je na plochu bloteru
na sebe umistén papir, membrana, gel a druhy papir. Plisobenim elektrického proudu
jsou pak proteiny z gelu pfeneseny na membranu. Blotovani probihalo 40 min pfi 20 V.
Poté byla membrana 5 min barvena v Ponceau S. Ponceau Sse béZné pouziva
k nespecifickému reverzibilnimu obarveni proteind, kterym propUjcuje ¢ervené zbarveni.
Proteiny mohou byt také vizualizovany napf. barvivem Coomassie brilliant blue,
amidoc€erni nebo stfibfenim (Kas J., 2006). Citlivost barveni v Ponceau S je pfiblizné 2x
vétSi nez za pouziti Coomassie brilliant blue. Vizualizace proteinl pomoci Ponceau slouzi
jednak k ovéfeni spravného transferu proteint z gelu na membranu, tak také poskytuje
informaci o celkovém mnozstvi proteint ve vzorku. Nasledné bylo nenavazané barvivo
z membrany vymyvano deionizovanou vodou, ¢imz doSlo Kk odstranéni pozadi
a zvyraznéni jednotlivych pruht obsahujicich proteiny. Pokud neni vysledek pfenosu
optimalni, je nutné upravit ¢as prenosu, slozeni pouzitého transferového pufru nebo
v krajnim pfipadé zvolit jiny typ membrany.

Imunodetekce vybranych proteinu

Po pfenosu proteinli na membranu byla membrana inkubovana 2 hod v 5% BSA v TBS 1x
nebo v mléce. Béhem této doby se molekuly BSA nebo mléka navazi na vSechna mista
na membrang, kde neni pfitomen protein a zabrani tak nespecifickému navazani
protilatky na povrch membrany. Kromé BSA a mléka se jako blokovaci agens muze
vyuzivat kasein, hemoglobin anebo syntetické nezivocisné proteiny. Také mohou byt
aplikovany specialni neiontové detergenty, jako je napf.: Triton X 100 nebo Tween 20.
Tyto detergenty vSak neobsazuji volna vazebna mista, ale zabranuji nespecifické vazbé
bilkovin na membranu (Glatz Z, 1995; G-Biosciences).

Poté byla na membranu nanesena primarni monoklonalni protilatka proti danému
proteinu. Primarni protilatka proti B-aktinu pochazela z mysi a byla fedéna mlékem nebo
BSA v poméru 1:2000 nebo 1:5000. Protilatka proti Beclinu-1 a LC3-Il A/B pochazela
z kralika a byla fedéna mlékem nebo BSA v poméru 1:1000. Inkubace probihala 24 hod
pfi 4°C. Po odstranéni primarni protilatky byly membrany promyvany 2x po dobu 15 min
v TBST a poté 1x 15 min v TBS. Na membranu byla poté nanesena sekundarni
protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou. Sekundarni protilatka byla fedéna
mlékem nebo BSA v poméru 1:2000 pro B-aktin a 1:1000 pro Beclin-1 a LC3-Il A/B.
Inkubace probihala 1 hod pfi laboratorni teploté.
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Po odstranéni sekundarni protilatky byly membrany opét promyvany 2x po dobu 15
min v TBST a poté 1x 15 min v TBS. Nakonec byl na membrany nanesen
chemiluminiscenéni substrat pro kfenovou peroxidazu. K vizualizaci vysledku byl pouzit
pfistroj Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences, USA). Intenzita
jednotlivych bandu byla vyhodnocena denzitometricky. Vysledky pro proteiny Beclin-1
a LC3-1l A/B byly korelovany s hodnotami ziskanymi pro -aktin. Tento protein byl zvolen
jako kontrola loadingu, nebot jeho exprese by neméla byt ovlivnéna zvolenym zplisobem
oSetfeni bunék a je tedy ve vSech vzorcich stejna (Bao L., 2015). Kromé& B-aktinu se jako
kontrola loadingu €asto pouziva napf. alfa a beta tubulin, cyklooxygenaza IV, lamin B1,
GAPDH atd. (Abcam). Jejich pouziti zavisi na povaze testovanych vzorki a také
na velikosti zkoumanych protein(.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 MTT test

Ovarialni nadorové bunky A2780 a od nich odvozené burky rezistentni k cisplatiné
A2780cisR byly oSetfeny cisplatinou (0,1 — 50 yM) a inkubovany 72 hod pfi 37 °C. Tato
doba je optimalni pro vniknuti cisplatiny do jadra a zajisténi jejich G€inka (LiSkova B.,
2012). Pro zjisténi citlivosti bunék k cisplatiné byl proveden MTT test, jehoZ princip je
shrnuty v pfedchazejici kapitole Metody. Vysledkem tohoto testu byly grafy zavislosti
viability bunék [%] na koncentraci cisplatiny [uM]. Grafy byly sestrojeny jak pro bunky
A2780 (Graf 1), tak i pro buriky A2780cisR se ziskanou rezistenci k cisplatiné (Graf 2).
Nasledné byly z rovnice regresni kfivky téchto grafil vypocitany hodnoty ICs,, které jsou
pro obé bunécné linie uvedeny v Tabulce 1. ICs, udava koncentraci slouceniny [uM],
pfi niz testovana chemikalie zplsobi smrt 50 % bunék.
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Graf 1 - Graf zavislosti viability bunék (%) na koncentraci cisplatiny (uM) pro buriky A2780
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Viabilita bunék [%)]

Koncentrace cisplatiny [pM]

Graf 2 - Graf zavislosti viability bunék (%) na koncentraci cisplatiny (uM) pro buriky

A2780cisR

Tabulka 1 — Hodnoty ICs, pro buriky A2780 a rezistentni buriky A2780cisR

Bunky Pramér (pM) Smérodatna odchylka
A2780 4,85 +0,09
A2780cisR 15,86 11,63
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Na prvni pohled je patrné, Ze procento prezivajicich bunék klesa v zavislosti
na koncentraci cisplatiny u obou buné€nych linii. Typicky je strmé&jsi prabéh kfivky
u bunék A2780 oproti kfivce u bunék A2780cisR, ktera ma pozvolné&jsi prabéh. Ziskané
vysledky potvrzuji, ze A2780cisR bunky jsou rezistentni k cisplatiné a ze k vyvolani
cytotoxického ucinku IéCiva jsou zapotfebi nékolikanasobné vyssi koncentrace cDDP nez
uA2780 bunék. U citlivé linie A2780 vyvolala priimérna koncentrace cisplatiny
4,85 + 0,09 yM smrt 50% bunék, zatimco u rezistentni linie A2780cisR bylo usmrceni 50%
bunék zpusobeno primeérnou koncentraci cisplatiny 15,86 + 1,63 uM. Z uvedenych
hodnot je patrné, ze ucCinky cisplatiny jsou vice nez ffikrat vySSi ubunék A2780
Vv porovnani s rezistentni linii.

Ziskané vysledky jsou v souladu s poznatky dostupnymi v odborné literatufe. Napf.
dle ¢lanku A. Kozubika a kol. (2005) se hodnota ICsy u bunék A2780 pohybovala okolo
1,34 uyM a u rezistentnich bunék (A2780cisR) Cinila 24,23 pM. Tyto hodnoty byly ziskany
po 72 hod plsobeni cisplatiny. Ve studii dalSich ¢eskych védcl vyvolala primérna
koncentrace cisplatiny 1,6 + 0,03 uM, respektive 2,8 + 0,7 yM smrt u 50% bunék A2780,
zatimco u rezistentni linie A2780cisR bylo usmrceni 50% bunék zpusobeno primeérnou
koncentraci cisplatiny 24,7 + 3,3 uM, respektive 18,6 + 0,4 uM po 72 hod plsobeni
(Liskova B, 2012; Olivova R., 2012). Na zakladé ziskanych vysledkd byly uréeny
koncentrace cisplatiny, jimiz byly obé& bunééné linie oSetfeny pfed pfipravou proteinovych
extraktd pro imunodetekci proteind Beclin-1 a LC3-1l A/B. Pro tento ucel byly vybrany
koncentrace cisplatiny 1,5 uM, 3 uM, 6 uM, 12 uM a 24 yM.

5.2 SDS-PAGE a Western blot

Vlastnimu Western blotu pfedchazela separace proteini pomoci SDS-PAGE. Jelikoz tato
prace je zaméfena na experimenty s proteiny malé a stfedni velikosti (Beclin-1 a LC3-II
A/B), byla nejprve optimalizovana velikost pord a zesitovani gelu tak, aby mohlo byt
provedeno testovani obou proteint na jednom gelu. V ramci optimalizace separace byly
pouzity dva druhy déliciho gelu a to 12% nebo 15% gel, pomér akrylamidu (AA)
ku bisakrylamidu (Bis) 19:1 nebo 29:1. Pomoci 10% gelu jsou idedlné separovany stfedné
velké proteiny (molekulova hmotnost 50-100 kDa), kdezto 15% gely jsou vhodné
k separaci malych proteind (molekulova hmotnost < 20 kDa; M. Kinter, 2000). Proto byl
pro separaci autofagickych proteini Beclin-1 (60 kDa) a LC3-ll A/B (14 kDa), které
chceme dale detekovat, pouzivan 12% gel, pomér AA:Bis 29:1, ktery poskytuje vhodnégjsi
rozdéleni téchto protein v ramci jednoho gelu. Jako kontrola loadingu byl pouzit B-aktin
(42 kDa), ktery predstavuje produkt tzv. house keeping genu vyskytujicich se ve vSech
typech bunék. Jeho exprese by neméla byt ovlivnéna zvolenym zplsobem osetifeni bunék
a je tedy ve vSech vzorcich stejna (Bao L., 2015).

Po preneseni proteind z gelu na membranu byly proteiny dale vizualizovany
obarvenim v Ponceau S. Ponceau S se bézné pouZziva k nespecifickému reverzibilnimu
obarveni proteina, kterym propUjéuje c¢ervené zbarveni. Citlivost barveni v Ponceau S je
pfiblizné 2x vétsi nez za pouziti dalsiho bézné pouzivaného barviva Coomassie brilliant
blue (Kas J., 2006). Vizualizace protein0 pomoci Ponceau slouzi jednak k ovéfeni
spravného transferu proteind z gelu na membranu, tak také poskytuje informaci
o celkovém mnozstvi proteinl ve vzorku. Pfebyte¢né barvivo bylo nasledné z membrany
odstranéno nékolikanasobnym promytim v deionizované vodé, ¢imz doslo k odstranéni
pozadi a zvyraznéni jednotlivych pruhd obsahujicich proteiny. Kromé proteind je
na membrané také patrny kolorimetricky marker proteinové velikosti, ktery umoziuje
snadné a presné urCeni polohy proteind na polyakrylamidovém gelu.
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Reprezentativni pfiklad takto obarvené membrany je zobrazen nize (Obr. 11). Pokud neni
vysledek pfenosu optimalni, je nutné upravit &as pfenosu, sloZzeni pouzZitého
transferového pufru nebo v krajnim pfipadé zvolit jiny typ membrany. Pro nase ucely byla
vybrana PVDF membrana a ¢as prenosu byl stanoven na 40 min.

M 0 1,5 3 6 12 24 uM cDDP

Beclin-1 60 kDa

B-aktin 42 kDa

LC3-11A/B 14 kDa

Obr. 11 — PVDF membrana s obarvenymi proteiny, které byly rozdéleny pomoci 12%
gelu, pomér AA:Bis 29:1 (Drahy: M — marker, O - neoSetfeny vzorek bunék A2780; déle
vzorky bunék A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)

5.3 Imunodetekce vybranych proteint

Pred samotnou imunodetekci proteinli pomoci protilatek, byl povrch membrany blokovan
v BSA nebo mléce. Membrana byla inkubovana 2 hod v 5% BSA v TBS 1x (Obr. 12) nebo
v mléce (Obr. 13 a 14). V zavislosti na tom, pak byly dale fedény primarni i sekundarni
protilatky bud mlékem, nebo BSA. Nejdfive bylo blokovani membrany provadéno
pomoci BSA, jak doporucoval vyrobce protilatky proti B-aktinu. U dalSich proteint vSak
nebylo pfi pouziti BSA dosazeno reprezentativnich vysledkd, proto bylo nadale pouzivano
mléko jak na blokovani povrchu membrany, tak na fedéni protilatek.

Dale bylo optimalizovano fedéni primarni protilatky proti B-aktinu. Ta byla nejprve
fedéna BSA nebo milékem vpoméru 1:2000. Sekundarni protilatka konjugovana
s kfenovou peroxidazou byla fedéna BSA nebo mlékem v poméru 1:2000. Po vizualizaci
pomoci chemiluminiscenéniho substratu vSak byly na membrané viditelné prouzky
odpovidajici tomuto proteinu pfili§ intenzivni a Spatné ohrani¢ené (Obr. 13), proto byla
nadale primarni protilatka proti B-aktinu fedéna v poméru 1:5000 (Obr. 14). Primarni
i sekundarni protilatky proti B-aktinu pochazely z mysi. VSechny vysledky jsou uvedené
pro bunéc&nou linii A2780cisR. U linie A2780 byly vysledky obdobné.
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0o 15 3 6 12 24 uM

Obr. 12 — PVDF membréna, jejiZ povrch byl blokovan v BSA, fedéni primarni protilatky
proti B-aktinu 1:2000 (Drahy: 0 - neoSetfeny vzorek bunék A2780; dale vzorky bunék
A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)

0 1,5 3 6 12 24uM

Obr. 13 — PVDF membrana, jejiz povrch byl blokovan v mléce, fedéni primarni protilatky
proti B-aktinu 1:2000 (Drahy: O - neoSetreny vzorek bunék A2780; dale vzorky bunék
A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)

0 15 3 6 12 24uM

Obr. 14 — PVDF membréna, jejiz povrch byl blokovan v mléce, fedéni primarni protilatky
proti B-aktinu 1:5000 (Drahy: O - neoSetfeny vzorek bunék A2780; dale vzorky bunék
A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)

Primarni protilatka proti autofagickému proteinu Beclin-1 a LC3-1l A/B byla fedéna
BSA nebo milékem v poméru 1:1000. Sekundarni protilatka konjugovana s kfenovou
peroxidazou byla fedéna BSA nebo mlékem v poméru 1:1000 pro oba proteiny. Primarni
i sekundarni protilatky proti Beclinu-1 a LC3-lIl A/B pochéazely z krélika. Intenzita
jednotlivych bandd byla vyhodnocena denzitometricky. Vysledky pro proteiny Beclin-1
a LC3-1l A/B byly korelovany s hodnotami ziskanymi pro B-aktin. Tento protein se pouziva
jako kontrola loadingu, nebot jeho exprese by neméla byt ni¢im ovlivnéna a je tedy
ve vSech vzorcich stejna (Bao L., 2015).

K zjisténi, zda u studovanych bunécénych linii vibec doSlo k vyvolani autofagie
a autofagicky protein LC3-Il byl exprimovan, byly pouzity komeréné dodavané LC3 II-
a LC3 I+ kontroly (Obr. 15). Jako LC3 II- jsou oznaCeny extrakty HelLa bunék, které
nebyly nijak ovliviiovany. Tudiz u bunék za normalnich podminek neni vyvolana
autofagicka odpovéd a dany autofagicky protein se vibec neexprimuje. Proto se na gelu
v prvni draze u LC3-ll A/B proteinu nenachazi zadny prouzek. LC3 II" kontroly jsou
naopak extrakty HeLa bunék, které byly ovlivnény chloroquinem. Tato latka vyvolava
autofagii, proto je na gelu u LC3-11 A/B proteinu ve druhé draze patrny prouzek. Vysledky
pro LC3-1l A/B byly korelovany s vysledky pro B-aktin, ktery slouzi jako kontrola loadingu,
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nebot jeho exprese je ve vSech vzorcich stejna (Bao L., 2015), coz jsme také potvrdily
béhem nasich experimenta.

LC3- LC3+
LC3-1IA/B —

Obr. 15 — Kontrolni extrakty z HeLa bunék, jako kontrola loadingu byl pouZit 5-aktin

Cilem této prace byl vyzkum exprese autofagickych proteini LC3-Il A/B a Beclin-1
v bunikach citlivych a rezistentnich k pusobeni cDDP. Srovnani hladin exprese téchto
protein u obou bunécnych linii by mohlo pfispét k potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy,
zda by mohla byt autofagicka odpovéd zodpovédna za vyvolani ziskané rezistence A2780
bunék.

Uroveri autofagie byla porovnavana u bunék A2780 citlivych k cisplating
a A2780cisR rezistentnich k tomuto I&é€ivu méfenim exprese proteint LC3-1l A/B a Beclin-
1. U bunéc¢né linie A2780 (Obr. 16) byly uspésné detekovany oba autofagické proteiny,
jak Beclin-1, tak také LC3-1l A/B. V prvnich drahach se u vSech proteind nachazi extrakt
z bunék, které nebyly oSetfeny cisplatinou. | pfesto byla u bunék vyvolana autofagicka
odpovéd a u proteinu Beclin-1 je v prvni draze detekovatelny prouzek o nizké intenzité,
coz muze byt zplsobeno napf. mirnym stresem bunék, ktery byl vyvolan pfi jejich sklizeni
trypsinizaci apod. Do 2. az 6. drahy byly aplikovany extrakty oSetfené cisplatinou
o koncentraci 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM. U proteinu LC3-1l A/B i Beclin-1 je se zvySujici se
koncentraci cisplatiny patrna i zvySujici se intenzita jednotlivych bandl. To odpovida
zvySujici se Urovni exprese obou proteint. Vysledky pro proteiny Beclin-1 a LC3-1l A/B
byly korelovany s vysledky pro B-aktin, ktery slouzi jako kontrola loadingu, nebot’ jeho
exprese je ve vSech vzorcich stejna (Bao L., 2015).

0 15 3 6 12 24um
LC3-11A/B - ““ — 16 kDa

0 1,5 3 6 12 24 uyM

Beclin-1 | S - S ——

0 15 3 6 12 24 M

N R ———— 2400

Obr. 16 — Imunodetekce apoptickych proteinti Beclin-1 a LC3-1l A/B a B-aktinu, ktery byl
pouzit jako kontrola loadingu u bunécné linie A2780 (Drahy: O - neoSetieny vzorek bunék
A2780; dale vzorky bunék A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)
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U rezistentni bunécéné linie A2780cisR (Obr. 17) byly taktéz detekovany autofagické
proteiny Beclin-1 a LC3-1l A/B. V prvnich drahach se u vSech proteind nachazi extrakt
z bunék, které nebyly oSetfeny cisplatinou. ProtoZe byla rezistence A2780cisR bunék
k cisplatiné vyvolana dlouhodobym pfidavanim cisplatiny o nizké koncentraci, mizeme
i u neoSetfeného vzorku v prvni draze pozorovat intenzivni band autofagickych protein(
Beclin-1 a LC3-Il A/B. Ve 2. az 6. draze, kam byly aplikovany extrakty bunék oSetfenych
cisplatinou o koncentraci 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM, je patrna vyrazna exprese proteinu Beclin-
1, ktera se jiz ttméF neméni se zvySujici koncentraci cDDP. To také potvrzuje Graf 4, kde
jsou uvedeny relativni hladiny exprese Beclinu-1 u citlivych irezistentnich bunék.
U proteinu LC3-Il A/B dochazi se zvysujici se koncentraci ciplatiny k postupnému nar(stu
exprese tohoto proteinu. Vysledky pro proteiny Beclin-1 a LC3-l1l A/B byly korelovany
s vysledky pro B-aktin, ktery slouzi jako kontrola loadingu, nebot jeho exprese je ve vSech
vzorcich stejna (Bao L., 2015).

Obr. 17 — Imunodetekce apoptickych proteinti Beclin-1 a LC3-1l A/B a B-aktinu, ktery byl
pouzit jako kontrola loadingu u rezistentni bunécné linie A2780cisR (Drahy: 0 - neoSetfeny
vzorek bunék A2780; déale vzorky bunék A2780 oSetfené 1,5; 3; 6; 12 a 24 uM cisplatinou)

K uréeni pfesné miry exprese proteinu Beclin-1l a LC3-Il A/B byla intenzita
jednotlivych bandl vyhodnocena denzitometricky. Nasledné byly sestaveny grafy
relativnich hladin exprese proteinu v zavislosti na koncentraci cisplatiny jak pro Beclin-1
(Graf 3), tak pro LC3-Il A/B (Graf 4). Na téchto grafech je dobfe patrny rozdil v expresi
jednotlivych autofagickych proteind ubunécné linie A2780 v porovnani s rezistentni
bunéé&nou linii A2780cisR.
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Graf 3 - Relativni hladiny exprese proteinu LC3-1l AIB v zavislosti na koncentraci cisplatiny
u linie A2780 a A2780cisR
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Graf 4 - Relativni hladiny exprese proteinu Beclin-1 v zavislosti na koncentraci cisplatiny
u linie A2780 a A2780cisR

Jak je patrné na Obr. 16 nebo 17 a na obou grafech, cisplatina vyvolala expresi
autofagickych proteind LC3-1l A/B a Beclin-1 u obou bunécnych linii. U A2780cisR bunék
se projevila vysSi uroven exprese proteind Beclin-1 a LC3-1l A/B v porovnani s A2780
bunkami. Obzvlasté uroven exprese Beclinu-1, byla u rezistentnich bunék
nékolikanasobné vysSi nez u bunék citlivych k u€inkdm cisplatiny. Zatimco exprese LC3-II
A/B narustala se zvysujici se koncentraci cDDP u obou bunéénych linii, mira exprese
Beclinu-1 se zvySovala s narustajici koncentraci cisplatiny pouze u bunék A2780.
U bunék A2780cisR se relativni hladina exprese Beclinu-1 pohybovala mezi 300 — 400 %.
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Ziskané vysledky odpovidaly vysledkim uvedenym v odborné literatufe. Napfiklad
prace Xia Yin (2013) se mimo jiné zabyvala expresi proteinu LC3-lIl A/B u bunék A2780
a A2780cisR, které byly oSetfeny cDDP o koncentraci 10, 15, 20 a 30 pg/ml.
U rezistentnich bunék byla exprese LC3-ll A/B nékolikanasobné vysSi nez u bunék
citivych k cDDP. U rezistentni i citlivé linie se exprese tohoto proteinu zvySovala se
zvysujici se koncentraci cisplatiny, stejné jako v naSem pfipadé. Ve studii L. Bao (2015)
byla porovnavana hladina exprese LC3-Il A/B a Beclinu-1 u bunék A2780 a A2780cisR
po 24 hod oSetfeni cisplatinou o koncentraci 1,5; 3 a 6 pg/ml. Cisplatina indukovala
expresi LC3-1l A/B a Beclinu-1 uobou buné&&nych linii. Rezistentni buriky A270cisR
vykazovaly vysSi Uroven exprese obou proteind v porovnani s citlivymi burfikami A2780.
Tyto vysledky byly navic dopinény analyzou elektronovym mikroskopem, ktera potvrdila
vétSi vyskyt autofagozomi u rezistentnich bunék nez u bunék citlivych. V ¢lanku je
uvedeno, Zze exprese Beclinu-1 se u obou linii zvySovala se zvySujici se koncentraci
cisplatiny, zatimco exprese LC3-Il A/B se neménila. V naSem pfipadé tomu bylo vSak
naopak. Pro pfesnéjSi posouzeni, jestli byla autofagie v burikach indukovana, by bylo
dobré ziskané vysledky potvrdit jeSté jinou nezavislou metodou, napf. sledovanim
exprese mMRNA pro protein zajmu nebo knock outem cilového genu zajmu apod.

Vysledky této prace potvrzuji, Ze cisplatina vyvolava expresi autofagickych proteint
Beclin-1 a LC3-1l A/B v ovarialnich nadorovych burnkach. Dale ukazuji, ze autofagicka
odpovéd je vysS8i u rezistentnich bunék A2780cisR nez u buné&k A2780. Proto jsem doSla
k zavéru, Ze autofagie ma pravdépodobné u nadorovych bunék ochrannou roli, kdy
umoznuje jejich prezivani, plsobi proti toxickym Gcinkim cisplatiny a zfejmé& vyznamné
pfispiva pfi vzniku rezistence k tomuto lé€ivu. Toto zjité€ni by dale mohlo dopomoct
k dalsimu vyzkumu mechanismu biologického U&inku plsobeni cDDP. Také by mohlo
pfispét ke zlepseni |é€ebné strategie, pfi niz by u pacientl 1é€enych cisplatinou Iékova
rezistence vubec nevznikla.
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6 ZAVER

V diplomové praci jsem se zabyvala studiem vlivu vybranych komplexu prechodnych kovl
na indukci autofagie v lidskych nadorovych burikach. V rdmci zpracovani literarni reSerse
této zavéreCné prace jsem se mimo jiné seznamila s pribéhem autofagie
u eukaryotickych organismu a jeji roli béhem nadorového onemocnéni, jez je spojovana
s rezistenci nadorovych bunék k metalofarmakim na bazi platiny. Pfi experimentech jsem
si osvojila techniku prace s kulturami lidskych nadorovych bunék, seznamila jsem se
s provedenim MTT testu bunééné viability a také metodami vedoucimi k imunodetekci
vybranych proteina.

Cilem této prace byl vyzkum exprese autofagickych proteint LC3-Il A/B a Beclin-1
v bufikach citlivych a rezistentnich k pasobeni cisplatiny. Srovnani hladin exprese téchto
proteinl u obou bunécnych linii by mohlo pfispét k potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy,
zda by mohla byt autofagicka odpovéd zodpovédna za vyvolani ziskané rezistence A2780
bunék k cisplatiné. Ziskané vysledky odpovidaji poznatkim uvedenym v odborné
literatufe a potvrzuji, Ze cisplatina vyvolava expresi autofagickych protein Beclin-1
a LC3-1l A/B v ovarialnich nadorovych burikach. Dale ukazuji, Ze exprese téchto proteint
je vys8i u rezistentnich bunék A2780cisR nez u bunék A2780. K uplnému potvrzeni, Ze
cisplatina indukuje autofagii v ovarialnich nadorovych bunkach by bylo dobré praci doplnit
0 mikroskopické pozorovani bunék, které by prokazalo pfitomnost autofagolysozomd.

Zavérem této prace je, ze autofagie ma pravdépodobné u nadorovych bunék
ochrannou roli, kdy umoznuje jejich pfezivani, pusobi proti toxickym uc€inkim cisplatiny
a zifejmé vyznamné pfispiva pfi vzniku ziskané rezistence k tomuto 1é€€ivu. Toto zjisténi by
dale mohlo dopomoct k dalS§imu vyzkumu mechanismu biologického u€inku pasobeni
cDDP. Také by mohlo pfispét ke zlepSeni léCebné strategie, pfi niz by u pacientd
lé€enych cisplatinou lIékova rezistence viubec nevznikla.
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