ABSTRAKT

Rezistence ruznych typt nadort ke konvenéni 1é€bé radiaci nebo
chemoterapeutiky patii mezi nejéastéji zkoumané fenomény v oblasti molekularni a klinické
onkologie. Pro rekurentni onemocnéni je charakteristicka pfitomnost metastaz, které jsou v 90%
odpovédné za Umrti pacienti. Frakcionované ionizujici zafeni (fIR; fractionated ionizing
radiation) v kombinaci s chirurgickym odstranénim nadoru nebo hormonalni terapii piedstavuje
nejcastéjsi typ 1écby v pripadé lokalizovaného nebo lokalné pokrocilého karcinomu prostaty
(KP). Hlavni pti¢inou netspéchu radioterapie KP je radiorezistence s naslednou diseminaci
prezivsich bunék do okolnich tkéni.

Ve snaze lépe pochopit fenotyp bunék asociovany s radiorezistenci jsme vystavili Ctyfi
bunééné linie KP derivované z metastaz (DU145, PC-3, LNCaP a 22RV1) klinicky relevantnim,
denné se opakujicim davkam ionizujiciho zéfeni (fIR; 35 x 2 Gy), coz mélo za nasledek vznik
dvou piezivsich buné¢nych populaci - adherentnich bunék vykazujicich zndmky senescence
véetné exprese markeri asociovanych se senescenci a neadherentnich bunék rezistentnich k
anoikis, s rysy kmenovych bunék, véetné aktivni sinalizace Notch a exprese kmenovych znak
CD133, Oct-4, Sox2 a Nanog. Zatimco radiorezistentni adherentni buiiky byly schopné obnovit
proliferaci kratce po skonceni ozatfovani, neadherentni bunky zacaly proliferovat pouze po
readhezi, ke které dochazelo nékolik dnti po ztrat¢ adheze indukované iradiaci. Podobné jako
neozatené parentalni buiky si radiorezistentni readheretni buiky DU145 zachovaly tumorigenni
potencial po transplantaci do imunokompromitovanych mysi. Ukézali jsme, Ze pozorovana
fenotypova plasticita bunék KP indukovana fIR byla doprovéazena epitelidlné-mesenchymalni
tranzici (EMT; epithelial-to-mesenchymal transition), stejné jako opa¢nym procesem -
mesenchymalné-epitelidlni tranzici (MET; mesenchymal-to-epithelial transition). Ztrata adheze
indukovana pomoci fIR byla zavisla na expresi transkripéniho faktoru regulujiciho EMT - Snail
(SNAIL), jelikoz kratkodobé (siRNA) nebo dlouhodobé (shRNA) snizeni hladiny Snailu
zabranilo inaktivaci mezibunéného adhezivniho proteinu E-kadherinu (CDHI1) a ztrat¢ adheze.
Na druhé strané preziti neadherentnich bunék vyZadovalo aktivni signalizaci Erk, protoze
chemicka inhibice Erk1/2 prostiednictvim selektivniho inhibitoru kinazy Mek nebo tranzientni
snizeni kinazy Erk1/2 prostiednictvim siRNA mélo za nasledek bunécnou smrt (anoikis).

Zatimco kombinovana inhibice signalizace Erk a PI3K/Akt u neadherentnich bun¢k indukovala



bunécnou smrt a méla za nésledek zablokovani proliferace u adherentnich bun¢k KP, toto
kombinované oSetieni mé¢lo jen marginalni efekt na rust normalnich lidskych diploidnich bunék.
Dulezité je, ze ozafené readherentni bunky tvofily v klonogennim testu méné kolonii se
senescentnim fenotypem a vykazovaly zvySenou odolnost vii¢i anoikis po opétovném ozaieni,
coz poukazuje na rozvoj ziskané radiorezistence.

Vzhledem k tomu, Zze dormantni neadherentni bunky, které piezily fIR, sdileji spole¢né
rysy s burikami davajicimi vznik vzdalenym metastdzam, jako napiiklad sniZzenou schopnost
proliferace, expresi znaki kmenovych bunék a schopnost obnovit adherentni rist po ukonceni
pusobeni genotoxického stresu, a protoze o téchto vlastnostech je znamo, Ze pfispivaji k
rezistenci vuci terapii, K rozvoji metastaz a recidivy nadorového onemocnéni, rozhodli jsme se
studovat fenomén ztraty adheze po fIR podrobné&ji. Obdobnou fenotypovou plasticitu jsme
pozorovali u ozafenych (10 x 2 Gy) bun¢k adenokarcinomu prsu (MCF-7) a nadorovych bunék
délozniho ¢ipku (HeLa) po oSetieni chemoterapeutikem 5-azacytidinem (4 uM/24 hodin po dobu
7 dni), coz naznacduje, ze vyskyt zivotaschopnych neadherentnich bunék neni vazan na ptvod
rakovinnych bun¢k ani na typ aplikovaného genotoxického stresu. Jako dalsi krok jsme provedli
celogenomovou expresni analyzu nékolika radio-/chemo-rezistentnich rakovinnych bunéénych
populaci. Analyza dat poukazala na exkluzivni expresni profil u neadherentnich bunék
rezistentnich vici radio-/chemo-terapii s aktivni cytokinovou signalizaci a indukci gend
stimulovanych interferony.

Souhrnné vzato, tyto vysledky piispivaji k lepsimu pochopeni heterogenity lidskych
metastatickych nadorovych bunék prostaty piezivajicich ozafeni, dokumentuji plasticitu
pteziv§ich bunék indukovanou radiaci, popisuji molekularni odpovédi na ozafeni a naznacuji
moznosti, jak v ramci protinadorové terapie piekonat radiorezistenci vyuzitim cilenych

radiosenzitizujicich latek.



