Abstrakt

Tato prace se zabyva bunécnou odpovédi na genotoxicky stres; konkrétné odpovédi na protinddorovou
|éCbu s genotoxickym mechanismem Gcinku. Bunééna odpovéd mlze mit néktery z nasledujicich pribéha:
v pfipadé zdvainého poskozeni DNA burky vétSinou podstoupi apoptdzu nebo vstoupi do senescence.
Pokud je poskozeni méné zavainé nebo pokud burikdm nefunguji kontrolni mechanismy, mohou tyto
pokracovat v bunééném cyklu, at uz s Uspésné opravenou nebo s mutovanou DNA. Diky selekénimu tlaku
se v burikdch hromadi ty mutace, které jim poskytuji urcitou rdstovou vyhodu v podminkach trvajiciho
genotoxického stresu a buriky se postupné stavaji rezistentnimi. Ve své dizertacni praci jsem se zaméfila

na nékolik aspektl celého vyse popsaného procesu.

V prvnim projektu, kterého jsem se zucastnila, bylo mym Ukolem charakterizovat populaci
radiorezistentnich a anoikis-rezistentnich bunék karcinomu prostaty. Tato populace byla ziskdna po
ozareni bunék 35 davkami 2 Gy, coz je rezim bézné pouzivany v klinické praxi. Po takovémto ozarovacim
procesu se objevila populace bunék s nizkou adhezi, ktera vykazovala zvySenou expresi mezenchymalnich
a kmenovych marker(. Nizka adhezivita téchto bunék byla vyvolana signalni drahou proteinu Snail a jejich
resistence vici anoikis byla umoznéna diky signalizaci ERK1/2. Zjistili jsme, Ze po urcité dobé byly tyto
nizce adherentni buriky schopny pfisednout na podklad a zadit se znovu délit. Kromé toho si uchovaly
schopnost tvofit nadory, coz bylo prokdzano jejich injekci do mysi s potlatenou imunitou. Preziti téchto

bunék bylo zabranéno kombinovanou inhibici signalnich drah AKT a ERK1/2.

Dale jsem se podilela na studii, kterd zkoumala vliv bunék, pfivedenych do senescence pomoci
chemoterapie, na rlst nadord. Zjistili jsme, Ze pokud k nesenescentnim nadorovym burkdm pridame
buriky, které byly pfivedeny do senescence pomoci docetaxelu nebo vysokymi davkami gama zareni,
urychli se rlst nadoru v mysich s normalné fungujicim imunitnim systémem. Jak samotny rlist nadoru, tak

zjistény urychlujici efekt nddorovych bunék, byly navic potlaceny immunoterapii — interleukinem 12.

Cilem tfetiho projektu, na kterém jsem spolupracovala, bylo najit specificky marker senescentnich bunék.
Povrchovy protein LLCAM byl vybran jako vhodny kandidat, protoZe hladina jeho mRNA i proteinu byla
zvysena u vétsiny zkoumanych bunécénych linii, pfivedenych do senescence rlznymi zplsoby (nasobné
pasazovani, y-zareni, bromodeoxyuridin, interferon y, transformujici ristovy factor B). Exprese proteinu
L1CAM byla navic Uzce propojena s metabolismem, cozZ bylo patrné diky tomu, Ze se jeho exprese ménila
pfi kultivaci bunék v médiu s vysokym obsahem glukdzy, pfi inhibici mevalonatové drahy nebo pfi snizeni
hladiny mitochondrialni ATP/ADP translokazy ANT2. Kromé toho byla potvrzena Gloha LLCAM v bunééné

migraci a adhezivité. Na zavér byla také popsana reciproka negativni regulace mezi proteinem L1CAM a



signalni drahou ERK1/2, coz mimo jiné vysvétlilo nase dfivejsi pozorovani, Zze hladina protein LLCAM neni

zvy$ena u senescence indukované signalizaci H-RAS/MAPK.

V rdmci svého vlastniho projektu jsem se snazila Iépe pochopit asociaci mezi proteinem PML a jadérkem,
indukovanou genotoxickym stresem. Protein PML byl popsan jako nadorovy supresor, ktery se podili na
indukci senescence, a pfitomnost zvySeného poctu jadernych télisek tvorenych timto proteinem je
zaroven jednim ze znakl senescence. Zjistili jsme, Ze inhibice RNA polymerazy | (RNAPI) spolu s
topologickym stresem vedou k translokaci proteinu PML na jadérkovy povrch. Déle jsme identifikovali
domény proteinu PML, které jsou pro tuto interakci dalezité, pficemz jedna z nich je zaroven nezbytna
pro interakci PML se SUMOylovanymi proteiny. S vyuzitim super-rezolucni a ¢asosbérné mikroskopie jsme
popsali, jak se jadérkové asociace PML (PNAs) tvofi, jak se vyvijeji a jaka je jejich 3D struktura. Kromé toho
jsme ukazali, Ze PNAs obsahuji ribozomalni DNA (rDNA), kolokalizuji se SUMO a ve své posledni fazi také
akumuluji proteiny, které se ucastni metabolismu rDNA. Nakonec jsme popsali asociaci PNAs s histonem
YH2AX, ktery znadi poSkozenou DNA. Navrhujeme tedy model, kdy inhibice RNAPI kombinovana s
topologickym stresem vede ke specifickému poskozeni DNA, které ma za nasledek pritdhnuti konkrétnich
SUMOylovanych protein( a tvorbu PNAs. PNAs se pak podileji na sekvestraci a procesovani poskozenych
lokust rDNA. Pokud tato mista zlstanou neopravena, pretrvavaji v burikdch a pravdépodobné pfispivaji

ke vzniku senescence.



