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Autofagie

Katabolicka draha, ktera degraduje makromolekuly a organely
uvnitr lyzozomu

Mechanizmus k udrzeni bunécné homeostazy

Adaptacni mechanismus nutny k prezivani za nepfriznivych

podml'nek, extracelularnich (nedostatek Zivin, hypoxie, vysoka teplota) i
intracelularnich (nahromadéni poskozenych nebo nadbyteénych organel)

Podili se na rliznych fyziologickych i patologickych procesech




Typy autofagie

Makroautofagie - fuze autofagozomu s lyzozomem

Mikroautofagie - uzavieni degradovaného materialu vychlipenim lyzozomalni membrany

Autofagie zprostredkovana chaperony - bilkoviny uréené k rozkladu obsahuji
specificky motiv, ktery je smétuje do lyzozom(
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http://casopis.vesmir.cz/clanek/autofagie-ve-vztahu-k-nemoci




Molekularni mechanismy autofagie

Indukovana po bunééném vyhladovéni nebo po aplikaci rapamycinu

Vznik, zrani a recyklace autofagozomi — regulace proteiny ATG, regulovany
Ser/Thr kindzou mTOR (mammalian target of rapamycin)

V pripadé, ze zasoby zivin jsou dostacujici, signalni draha mTOR fosforyluje
urcité ATG proteiny, ¢imz inhibuje formaci fagoforu
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Upraveno podle: http://www.nature.com.ezproxy.muni.cz/nrd/journal/v6/n4/fig_tab/nrd2272_F3.html




Detekce autofagie pomoci prutokove
cytometrie

Meéri a analyzuje nékolik fyzikalnich vlastnosti jednotlivych
bunék soucasné

Umoznuje hodnoceni autofagické aktivity jak ve fixovanych,
tak i v zivych bunkach a organismech

Dokaze mérit velké mnozstvi vzorkU

VétsSina detekénich metod se spoléha na méreni hladiny
protein LC3 exprimovanych na autofagozomech




LC3 protein

LC3 nebo MAP1LC3 (Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3) patri
do genové rodiny Atg8 proteind.

LC3 konjuguje s fosfatidylethanolaminem, ktery je soucasti
fosfolipidové dvojvrstvy autofagozomu

Degradace LC3 znaceného fluorochromem (napf. GFP-LC3)
v autolyzozomu muze byt vyuzita k méreni autofagické aktivity

—>méreni poklesu fluorescence prutokovou cytometrii
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Zobrazovaci prutokova cytometrie

Kombinace FC a fluorescencni mikroskopie s analyzou obrazu

ImageStream — zobrazovaci pritokovy cytometr
* Umoznuje analyzovat velké mnoztvi bunék (az 5000/s)
* Umoziuje statistické hodnoceni na zakladé morfometrickych parametri
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Prednosti dektekce autofagie pomoci priutokové
cytometrie

Moznost sledovani autofagie v Zivych burnkach a organismech

Analyza obrovského mnozstvi vzorkU
Adekvatni morfologicka analyza pomoci zobrazovaci prutokové
cytometrie

Negativa: Nutnost pouziti ektopicky exprimovaného proteinu

=) Rostouci pocet detekénich metod autofagie pomoci prutokové
cytometrie
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