Abstrakt

Pro mnohobunécné organismy vcetné savcu predstavuje regenerace tkani dilezity proces
pro zachovani jejich Zivotaschopnosti. Vzhledem k tomu, Ze je proliferace bunck klicova 1 pro
vznik nadord, musely si organismy vyvinout mechanismy chranici je proti zhoubnému bujeni.
Buné¢na senescence jako permanentni zastava bunééného cyklu predstavuje jednu z bariér proti
vzniku nadort po poskozeni DNA. Pochopeni tohoto procesu proto mize vést k nalezeni novych
terapeutickych cilii a optimalizaci chemoterapie u pacientl s rakovinou.

V prvni ¢asti disertani prace jsme se zabyvali aktivaci signdlni drdhy JAK/STAT u
bunécné senescence vyvolané chemoterapeutiky jak v normélnich tak nadorovych buiikdch. Pro
tento ucel jsme pouzili genotoxické latky afidikolin, kamptotecin, 5-brom-2'-deoxyuridin,
etoposid nebo tymidin. Zjistili jsme, Ze vSechny tyto chemikalie jsou schopny dlouhodobé¢
aktivovat signalni drdhy JAK/STAT ve sledovanych bumnkéach. Aktivace téchto drah byla
doprovazena zvySenim exprese genu stimulovanych interferony (ISGs), jako jsou MXI1, IRFI,
IRF7 a PML. IRF1 a IRF7 se miizou ptimo podilet na indukci genti kodujicich interferony a u
chemicky indukovanych senescentnich bunék jsme skute¢né zjistili zvySenou expresi a sekreci
IFNbeta a IFNgama, avSak ptfekvapivé ne genl ze skupiny IFNalfa. Inhibice JAK1 jakozto
hlavni kindzy umoziiujici ptenos signalu z membranovych receptori stimulovanych interferony
vedla jak k potlaceni aktivace proteinu STATI1 tak k zastavé exprese ISGs, coz podporuje
dominantni roli JAK1 v aktivaci interferonové odpovédi u chemicky indukovanych
senescentnich bunc¢k. Kromé interferonii jsme nasli vyrazné zvySenou expresi a sekreci
nékterych dalSich cytokind, jako jsou prozanétlivé cytokiny IL1, IL6, IL8 a IL10 nebo TNFalfa.
Vzhledem k tomu, Ze je signalizace JAK/STAT v buiice aktivovana nejen pfes interferony, ale
obecné pies slozitou sit’ cytokint, nase vysledky naznacuji pozitivni zpétnou vazbu mezi sekreci
cytokini a dlouhodobou signalizaci JAK/STAT pozorovanou u chemicky indukovanych
senescentnich bunék.

PML je jednim z nadorovych supresort a jeho zvySena hladina byla detekovana u vSech
forem bunécné senescence. Tento protein je nezbytnou soucasti jadernych struktur znamych jako
jaderna téliska PML, jejichz zvySend akumulace se vyskytuje b&hem reakce na stres. Bylo
popsano, zZe tato téliska predstavuji dilezité misto pro aktivaci ¢i modifikaci mnoha proteini

spojenych s regulaci bunééného cyklu, véetné proteinii p53 a Rb. Jak ukazujeme v nasi praci,



téliska PML jsou také lokalizovana do mist vzniku zlomu DNA dvousroubovice. Zjistili jsme, Ze
zvySeni hladiny proteinu PML, zakladni stavebni slozky PML télisek, se u chemicky
indukovanych senescentnich bunék déje nejen na zakladé stabilizace proteinu, ale také zvySenim
exprese genu PML. PML patii do skupiny gend stimulovanych interferony a piekvapivym
nalezem bylo zjisténi, Zze zvySeni jeho exprese u senescence indukované chemicky je
zprostiedkovano signalni drahou JAK/STAT a ne skrze aktivaci p53, jehoz schopnost indukovat
expresi PML byla popsédna u onkogenné¢ indukované senescence. Zablokovanim vSech kinaz
zrodiny JAK u chemicky indukovanych senescentnich bun&k jsme docilili jak inaktivace
proteint STAT1 a STATS3, tak i sniZzeni hladiny exprese genu PML a tvorby PML télisek na
rozdil od blokace p53 proteinu, kterda neméla na expresi genu PML Zadny vliv. Déle jsme zjistili,
ze exprese PML je fizena prostfednictvim konkrétni sekvence na promotoru PML (ISRE -
Interferon Stimulated Response Element), kterd predstavuje vazebné misto pro transkripéni
faktor STATI. Odstranénim této sekvence byla u chemicky indukovanych senescentnich bun¢k
transkripce genu PML potlacena.

Pocet jadernych télisesk PML se 1isi u rtznych typt bunék. Na zikladé¢ vysledkt
zminovanych vyse jsme analyzovali, zda-li je transkripce PML u bunék regulovana pomoci drah
JAK/STAT také na bazalni urovni. K tomuto experimentu jsme pouzili tfi modelové bunécné
linie s nizkou (U20S), stiedni (HeLa) a vysokou (BJ) hladinou PML. Zjistili jsme, Zze pocet
télisek PML stejné jako hladina mRNA a proteinu PML koreluje s aktivaci STAT3, ale ne
STATI nebo STATS. Podobné korelace byla pozorovdna mezi hladinou sekretovaného IL6 -
hlavniho aktivatoru STAT3 signalni drdhy - a poctem télisek PML. Snizeni hladiny STAT3
pomoci specifické siRNA stejné jako neutralizace IL6 v médiu pomoci specifické protilatky
snizily bazalni hladinu PML v bunkach. Zjistili jsme, ze IL6 je sdm o sob¢ schopen aktivovat
transkripci PML u exponovanych bunék. Pomoci chromatinové imunoprecipitace jsme prokazali
pfimou vazbu STATS3, ale ne STATS na promotor genu PML.

Aktivace STAT3 piedstavuje hlavni cil signalizace spousténé IL6, nicméné nekolik praci
naznacilo aktivaci NFkapaB zavislou na IL6. NFkapaB je transkripéni faktor regulujici geny
podilejici se na fizeni imunitnich reakci, zanétu, proliferace nebo odpovédi na poskozeni DNA a
to prostfednictvim signdlni drahy IL6/PI3K/Akt. Zjistili jsme, Ze sniZeni exprese proteinu

NEMO, ktery je nezbytny pro aktivaci NFkapaB, vedlo ke snizeni transkripce PML. Dalsi



experimenty prokazaly, Zze NFkapaB reguluje transkripci PML regulaci exprese IL6 spiSe nez
ptimou indukci PML.

Bylo popsano, ze téliska PML hraji dtlezitou roli v regulaci fady proteinti zapojenych do
odpovédi na poskozeni DNA a rozvoje senescence, véetné proteinil zapojenych do tvorby tzv.
"se senescenci-asociovanych heterochromatinovych fokust" (SAHF) jako je Hira, HP1 a Rb.
Zatimco role faktorti zrodiny HP1 v tvorbé heterochromatinu je jiz dlouho zndma, utvareni
SAHF po vyvéazani Rb proteinu télisky PML bylo popsano teprve nedavno. Zvysend tvorba
télisek PML byla zjisténa u vSech typil senescence, proto jsme testovali, zda-li toto plati i pro
SAHF, coz by z nich ¢inilo univerzalni marker senescence, ktery doposud neni znam. Zjistili
jsme, Ze vSechny testované typy bunck tvofily SAHF v ptipadé onkogenné indukované
senescence, ale po vyvolani senescence chemikaliemi jako je etoposid, doxorubicin, hydroxyurea
nebo bakteridlnimi genotoxiny, byl vznik SAHF zavisly na bunééném typu. I kdyZ jsme
nedetekovali SAHF ve vSech piipadech senescence a nemtizeme je tudiz pouzit jako univerzalni
marker, objevili jsme korelaci mezi tvorbou SAHF a hromadénim inhibitoru cyklin-
dependentnich kinaz pl16INK4A v buinkach. Vzhledem k tomu, Ze byla popsané role SAHF v
umlcovani gent regulujicich bunécnou proliferaci, naSe vysledky naznacuji, Ze tyto tento typ
heterochromatinizace neni nezbytné¢ nutny pro indukci senescence. Nicméné pokud se tyto

struktury v buiice vyskytnou, podporuji vznik senescence pres aktivaci/stabilizaci p16/Rb drahy.
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