Abstract (CZ)

Rakovinné kmenové buiikky (RKB), stejné jako normalni kmenové bunky v tkanich,
zodpovidaji za zachovani a rist nddorii. RKB pfedstavuji malou frakci bun¢k uvniti nadoru,
kterd je charakteristickd vlastni obnovovaci kapacitou a schopnosti vyvolat nador v mysich
s nefunkénim imunitnim systémem. U bunc¢k se zvySenymi kmenovymi vlastnostmi se
piedpoklada, Ze jsou odpovédné za rezistenci nadortt k 1é¢bé, tvorbu metastdz a navrat

nadorového onemocnéni.

Prvni cast této prace se zabyva rezistenci nadort, kterd je ¢asto spojena se zvySenou expresi
,»ATP-binding cassete” (ABC) transportérii pumpujicich chemoterapeutikum ven z bunék. Pro
ucely této studie jsme pouzili in vitro model RKB zalozeny na kultivaci buné€k jako tzv. 3D
"sféry". Expresni profil ukazuje, Ze na§ model RKB odvozeny z bunéénych linii rakoviny prsu
a prostaty exprimuje celkové vyssi hladinu ABC transportérd, zejména ABCAI, ABCA3,
ABCAS5, ABCAI2, ABCA13, ABCB7, ABCBY, ABCB10, ABCCI, ABCC2, ABCC3, ABCCS,
ABCCS8, ABCC10, ABCC11 a ABCG2. Analyza proteinové hladiny ABC transportérii v RKB
prsu pak ukazala vyssi expresi transportérit ABCB8, ABCC1, ABCC2, ABCC10 a ABCG2 a
naopak snizeni hladiny proteint ABCB10 a ABCF2. V souladu s témito daty, sféry pripravené
z bunécnych linii T47D a MCF7 vykazuji rezistenci k daunorubicinu a doxorubicinu, a
zajimavé také vyssi citlivost k inhibitorim transportéri ABCC1 a ABCG2. Tyto vysledky
naznacuji, ze ABC transportéry mohou hrat dalezitou roli pfi udrzovani fenotypu RKB, jez

nesouvisi s transportem 1é¢iv.

Nadory rostouci nezavisle na pfitomnosti estrogenu ¢asto ztrati estrogenovy receptor o (ERa),
coz je spojeno s hor$i prognoézou pacientek. Tento proces muize byt regulovdn pomoci
mikroRNA, 22 nukleotidi dlouhych, jednotfetézcovych, nekodujicich RNA, které negativné
reguluji genovou expresi vazbou na mRNA, coz vede k inhibici translace mRNA a jeji
degradaci. Déle jsme zjistili, ze onkogenni microRNA-301a-3p (miR-301a-3p) je vysoce
zvySend v naSem modelu prsnich RKB, které vykazuji pokles ER signalizace. Ukézali jsme, Ze
miR-301a-3p negativné reguluje ER signalizaci pfimou represi translace mRNA kodujici ERa.
Vysoka exprese miR-301a-3p snizuje citlivost estrogen dependentnich MCF7 buné¢k k 17-
estradiolu a podobné vede k inhibici ristu nadoru pochéazejiciho z této bunétné linie v nahych
mysich, které maji poskozeny imunitni systém. Vzniklé nddory nicméné vykazuji vyznamné
zvySenou expresi genl souvisejicich s fenotypem RKB a epitelidlné-mezenchymalni tranzici,

naznacujici obohaceni populace nadoru o RKB. Navic exprese miR-301a-3p negativné koreluje



s hladinou exprese genu ESRI u biopsii z pacientl s rakovinou prsu. MiR-301a-3p tak muze
slouzit jako ukazatel zdvislosti rGstu naddoru na estrogenu a jeho rezistenci vici anti-

estrogennim 1¢ktim, ale také jako ukazatel progndzy pacienta.

Posledni ¢&ast této prace je zaméfena na metabolismus Zeleza v RKB. Zelezo je
nepostradatelnym prvkem, ktery je nutny jako kofaktor pro normalni funkci mnoha
enzymovych proteintl, které se tcastni bunécného dychani, Krebsova cyklu, redoxnich reakci,
ale také replikace a opravy DNA. Neni divu, ze deregulace metabolismu Zeleza vede k mnoha
patologickym situacim, vcetn¢ naddorového bujeni. NaSe data ukazuji, ze sféry odvozené z
bunécné linie MCF7 vykazuji vyssi mnozstvi volného zeleza, vyssi prijem zeleza s jeho
prevazujici akumulaci v mitochondriich a jsou citlivéjsi k chelaci zeleza. Sféry z MCF7 bunék
také vykazuji aktivaci IRP/IRE systému, coz potvrzuje vyssi absorpci zeleza a snizeni feritinove
vazanych Zelezovych zéasob. Aktivita enzymi obsahujicich Zelezo-sirné klastry je ve sférach
sniZena, coZ naznacuje naruseni mechanismu jejich biogeneze. Dale MCF7 sféry vykazuji vyssi
oxidacni prostfedi, které je odrazem vyssi tvorby reaktivnich druhii kysliku a niz$i hladiny
redukovaného glutationu. Expresni profil genti spojenych s metabolismem Zzeleza u RKB
odvozenych z bunécnych linii rakoviny prsu a prostaty odhalil specificky expresni genovy
profil zaloZeny na rozdilné expresi genll souvisejicich s vychytavanim Zeleza (CYBRDI,
TFRCQ), detekci hladiny zeleza a jeji regulaci (ACO1, IREBI), mitochondrialni syntézou hemu
a zelezo-sirnych klastri (ABCB10, GLRXY5), hypoxii (EPASI, QSOXI), exportem zeleza a
regulaci jeho exportu (HEPH, HFE), coz poukazuje na zna¢né zmény v metabolismu Zeleza u
RKB. Analyza hlavnich komponent zaloZend na tomto genovém profilu je navic schopna
rozlisit RKB od ostatnich nadorovych bunék in vitro. Tato data tak dokumentuji dtlezité zmény

metabolismu Zeleza v souvislosti s fenotypem RKB.

Zavérem lze konstatovat, Ze naSe vysledky déle prohlubuji poznatky o zasadni loze RKB
v biologii nadord, pficemzZ vystihuji rozdily mezi normalnimi rakovinnymi bunikami a RKB,

které by mohly potencialné slouzit pii diagnostice nadori a jejich 1€¢bé.



