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SOUHRN

Kripnerova M., Hatina J. Buné¢né modely che-
morezistence.

Hlavni stanovisko prace: Nadorové bunéc-
né linie a na jejich zdkladé odvozené progresivni
série pfedstavuji jeden z klicovych experimental-
nich nastrojd k objasnénf zakladnich biologickych
mechanizmd karcinogeneze, véetné terapeutické
odpovedi. Clanek poskytuje podrobny piehled
aplikacnich moznosti nddorovych bunécnych kul-
tur ve studiu urotelidlniho karcinomu, s dGrazem
na mechanizmy chemorezistence.

Karcinom mocového méchyre predstavuje
v nasi populaci sedmy nejcastéjsi nador. Jedna se
o biologicky i klinicky velmi heterogenni skupinu
onemocnént, se dvéma zakladnimi skupinami pfed-
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stavovanymi povrchovymi papildrnimi karcinomy
na jedné strané a svalové invadujicimi nadory na
druhé strané. Karcinom mocového méchyre patfi
mezi relativné dobfe in vitro kultivovatelné typy
nador(, s vice nez 50 dostupnymi etablovanymi
nadorovymi bunécnymi liniemi, vétsina z nich byla
nicnéné odvozena od nadord pozdniho stadia
progrese, zatimco bunécnych linif odvozenych
z Casnych karcinomu je pouze nékolik. Studium na-
dorové progrese v experimentalnich modelovych
systémech bunécnych kultur probiha casto s vy-
uZitim tzv. progresivnich sérii bunécnych linif, kdy
studujeme soucasné nékolik bunécnych linif totoz-
ného genetického pozadi, z nichz kazd odpovida
jinému stadiu progrese nadoru. Prakticky véechny
progresivni série urotelidlniho karcinomu maji ex-
perimentalni charakter, kdy z klinického nadoru
je odvozena pouze tzv. matefskd bunécna linie,
stadiim progrese jsou odvozeny experimentalné,
at uzinvitro (fj. postupy bunéc¢né kultivace) nebo
in vivo (tj. spontanni progresi po transplantaci do
vhodného zvifeciho hostitele). DUlezitou variantou
takovych progresivnich sérif bunécnych linif je od-
vozeni chemorezistentnich dcefinych linii selekcf
rezistentnich klont po aplikaci studovaného cyto-
statika dané matefské bunécné linii. Tato specificka
varianta progresivnich sérif nddorovych bunénych
linit mUze podstatné pfispét k nasemu pochopent
rdznych biologickych mechanizm terapeutické
rezistence nadort. DlleZitym poznatkem v této
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oblasti je, Ze u vétsiny chemorezistentnich sérif
nadorovych bunécnych linii dochazi k paralelni-
mu vyvoji nékolika mechanizmd chemorezistence
soucasné. Vedle této experimentalni roviny pos-
kytuji chemorezistentni nadorové bunécné linie
i vyznamné preklinické modely testovani novych
terapeutickych mozZnosti zameéfenych na obnoveni
chemosenzitivity.

KLICOVA SLOVA
Chemorezistence, chemoterapie, nddorové bunéc-
né linie, urotelidlni karcinom.

SUMMARY

Kripnerova M, Hatina J. Cell culture models of
urothelial carcinoma chemoresistance.

Major statement: Cancer cell lines and progres-
sion series thereof represent a crucial experimental
tool to unravel basic biological mechanisms of
carcinogenesis, including therapeutic response.
The article gives an overview of current cell cul-
ture models of urothelial carcinoma, focusing on
chemoresistance mechanisms.

Urothelial bladder carcinoma is the seventh
most frequent tumor type in our population. From
both biological and clinical points of view, it rep-
resents a very heterogeneous group of cancers,
from non-muscle-invasive superficial papillary car-
cinoma to muscle-invasive carcinoma as the two
major subtypes. Cell culture of urothelial carcinoma
is relatively feasible, with more than 50 established
tumor cell lines. Most of them were derived from
late stage muscle-invasive tumors. In contrast, cell
lines derived from early stages and/or papillary
superficial tumors are relatively scarce. Studying
tumor progression is largely facilitated by use of
progression cell line series — an array of several
cell lines established on the same genetic back-
ground with gradually increasing transformation
status. All available progression series of urothelial
carcinoma cell lines have been experimentally es-
tablished either by various in vitro manipulations
or in vivo, following a spontaneous progression
of an original cancer cell line after its introduction
into a suitable host animal. An important variant
of cancer cell line progression series is provided
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by derivation of chemoresistant daughter cell lines
after administration of cytostatics to a chemosen-
sitive parental cell line. This specific variant can
substantially contribute to our understanding of
various biological mechanisms of chemoresistance.
An important new finding in this respect is the fact
that in many if not all chemoresistant daughter cell
lines, several biologically distinct chemoresistance
mechanisms seem to be co-expressed. In addition
to these entirely experimental applications, such
chemoresistant cancer cell lines can provide valu-
able preclinical models to test new therapeutic
options aimed at recovery of chemosensitivity.

KEY WORDS
Cancer cell lines, chemoresistance, chemotherapy,
urothelial carcinoma.

UvoD

Karcinom mocového méchyfe patfi mezi relativné
¢astd nadorova onemocnéni, s celosvétovou in-
cidendi blizici se 430000 a mortalitou pfesahujici
165000 (1, 2). V Ceské republice je situace obdobn4,
v r. 2007 Cinila celkova incidence 2487 a mortali-
ta 697 pfipadl (3). Vétsina nadorl je zachycena
v ¢asném stadiu; obdobi 2003-2007 ¢inil zachyt
nadorl ve stadiu | témér 60 % (3), coZ se odrazi ve
vysoké prevalenci. Postulované hodnoty preva-
lence pro rok 2020 ¢ini 25 067 pfipadd, coz bude
z urotelidiniho karcinomu Cinit celkové 7. nejcastéjsi
nador (4). Dlouhodobé pfitom plati, Ze muzska
¢ast populace je postizena signifikantné vice, a to
priblizné trikrat (1, 2).

Vétsina karcinomd mocového méchyfe pred-
stavuje urotelidIni karcinomy, u nichZ Ize z hlediska
patologie, molekularni biologie i klinického prabé-
hu rozlisit dvé velké skupiny, podle toho, jestli doslo
kinvazi do svalové vrstvy mocového méchyre Cine.
Neinvadujici nddory (NMIBC — non-muscle-invasive
bladder cancer; stadia pTa a pT1) maji obecné dob-
rou progndézu, s pétiletym prezitim presahujicim
80 %, ovsem s vysokou tendenci k lokalnim reci-
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divdm, coZ si vynucuje soustavné a pravidelné sle-
dovani nemocnych. Samostatnou skupinou mezi
neinvadujicimi nadory zaujima karcinom in situ
(CIS - carcinoma in situ), jez s sebou nese vysoké
riziko dalsi progrese. U svalové invadujicich naddord
(MIBC = muscle-invasive bladder cancer, stadia
pl2—pT4) klesa preziti pacientd Umérné pokrocilosti
onemocnéni, v pfipadé metastatického rozsevu
nepresahuje pétileté preziti 5% (5, 6, 7).

MOLEKULARNI BIOLOGIE
UROTELIALNIHO KARCINOMU

Jiz vice neZ pred deseti lety byla formulovana hy-
potéza, podle které probiha vyvoj povrchovych
(NMIBC) a svalové invadujicich (MIBC) karcinom(
z vetsi ¢asti nezavisle a podle odliSnych molekular-
nich scénafl (tzv. dual track hypothesis) (7, 8). To uz
je patrné na histopatologicky odlisnych prekance-
réznich stavech; zatimco povrchovym karcinomdm
zpravidla pfedchazi hyperplazie urotely, svalové inva-
zivni nddory se vyvijeji vétsinou z plochych dysplas-
tickych lézi posléze pfechazejicich v karcinom in situ.
Tyto nezavislé drahy tumorigeneze se ovsem mohou
kfizit — zhruba 15 % pdvodné povrchovych nadord
nakonec progreduje do invazivniho fenotypu.

Molekularni biologie obou drah karcinogeneze
(obrazek 1) je také znacné odlisna (9, 10, 11). Kli¢o-
vé onkogeny aktivované u povrchovych nado-
r0 zplsobuji pfedevsim dysregulaci bunécného
cyklu a hyperproliferaci. Mutace jsou nejcastéji
nachéazeny bud' v systému receptord fibroblasto-
vych rlstovych faktorl (pfedevsim FGFR3) ane-
bo v onkogenech rodiny ras, Cistym vystupem
je v obou pfipadech konstitutivni aktivace jedné
z nejdulezitéjsich signalnich drah, tzv. mitogen-
-aktivované protein kindzové (MAPK) kaskady. Ty
jsou doprovazeny ztratami (bud' na Urovni genu
nebo jeho exprese) klicovych inhibitorl bunécné-
ho cyklu p16™«“a g p15N€t v oblasti chromozému
9p21, tato zména je ovsem nachazena i u prevazné
vetsiny svalové invadujicich nadort a pfedstavuje
ve vétsiné pripadd tudiz zfejmé prvni mutaci celé
tumorigenni drahy.

Zasadni molekularni zménu predstavuje u sva-
lové invazivnich nadorl destabilizace genomu;
svalové invadujici naddory zaujimaji tieti pficku
mezi nadory z hlediska primérného celkového
poctu mutaci, pfekonavajf je pouze karcinomy plic
a melanom (12). Podkladem byva ¢asto mutacni
vyfazenf klasického tumorového supresoru p53,
anebo rovnéz nadmeérna exprese genu APOBEG3.
Proteiny rodiny APOBEC koduji enzymy s cytidin
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Obr. 1. Soucasny model vyvoje a progrese riznych typu urotelidiniho karcinomu a klicovych gend mutovanych

v jednotlivych stadiich (9, 10, 11)

Fig. 1. Current model of development and progression of principal types of urothelial carcinoma, together with

crucial mutated genes (9, 10, 11)

Ces Urol 2015; 19(4): 270-280



desamindzovou aktivitou a zpUisobuji charakteris-
ticky mutacni vzor (C:G — T:A); jejich fyziologickou
funkci je mutageneze a naslednd inaktivace retro-
virll a retrotranspozont. Casté jsou rovnéz mutace
genu pRb a rovnéz gend, kddujicich soucasti kom-
plexnich enzymatickych systém( organizace a re-
modelace chromatinu (napt. ARID1A, MLL, EP300
a KDM6A) (11).

Z uvedeného vyplyva, Ze svalové invadujici
nadory jsou velmi heterogenni skupinou. Bylo
publikovdno nékolik analyz, jejichZ cilem byla
molekularni klasifikace nddorl na zékladé spolec-
ného profilu exprimovanych genl (metodika tzv.
Lexpresnich ¢ipd”). Jejich pranikem je definovani
dvou zakladnich velkych skupin nddord, svym fe-
notypem i nazvoslovim trochu pfipominajicich
obdobnou analyzu provedenou u karcinomu prsu,
a to nadory bazalni, jimz je spolecna exprese cyto-
keratinCl bazalnich bunék urotelu (CK-5, CK-6, CK-
14), a nadory luminalni, pro néz je typicka exprese
cytokeratinu-20 a dalsich gent spojenych s diferen-
ciaci urotelu (GATA-3, FOXAT, uroplakin 3A, PPARY).
Kromé toho byl definovén specificky expresni vzor,
oznaceny jako ,p53-like” a charakterizovany expresi
gend regulovanych tumorovym supresorem p53
(a to bez ohledu na expresi ¢i mutaci samotného
P53 genu). Vétsina této skupiny nadorl vykazuje
také expresni charakteristiky vysoké infiltrace stro-
malnimi burikami (tento typ byl nezavisle oznaceny
také jako ,infiltrated”). Podstatné pfitom je, Ze uve-
dené molekularni subtypy se vyrazné lisf klinicky,
bazalni nadory maji podstatné hordi prognézu nez
nadory luminalni. DlleZitou vlastnosti p53-like-na-
dor( je primarni chemorezistence (13).

POSTAVENI CHEMOTERAPIE
V LECBE UROTELIALNIHO
KARCINOMU

Z pfedchoziho textu je jasné, ze urotelidlni karci-
nom predstavuje heterogenni skupinu onemoc-
nénf se zna¢nymi rozdily v kapacité k dalsi progresi,
a tim i v celkové progndéze. Vétsina povrchovych
karcinom se I&¢i transuretraini resekci nasledova-
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nou bud adjuvantni intravezikuldrni chemoterapif
(zpravidla mitomycinem C, popf. doxorubicinem,
epirubicinem ¢i gemcitabinem, v Ceské republice
se nejcastéji pouziva kombinace mitomycinu C
a epirubicinu) nebo adjuvantniintravezikularnf imu-
noterapii v podobé BCG vakcinace (14, 15). U na-
dor0 invadujicich do svalové vrstvy mocového
méchyfe se obvykle postupuje cestou cystektomie,
popt. rovnéz transuretralni resekce, kterd byva dopl-
néna radioterapii popf. adjuvantni systémovou che-
moterapil obvykle charakteru polychemoterapie;
byla publikovana cela fada schémat chemoterapie,
napt. MCV (metotrexat, cisplatina, vinblastin). Pro
léCbu metastatického onemocnéni se uplatruji
dva dalsi Siroce pouzivané polychemoterapeutické
pristupy, a to M-VAC (metotrexat, vinblastin, doxo-
rubicin — adriamycin a cisplatina) a GC (gemcitabin
a cisplatina). Oba rezimy maji v podstaté totoznou
klinickou ucinnost (klinickd odpovéd je zazname-
nana zhruba u poloviny pacientl), GC kombinace
vykazuje ovsem pfiznivéjsi profil toxickych vedlej-
Sich ucinkd (16, 17). Velkym klinickym problémem
obou téchto kombinac¢nich chemoterapeutickych
rezimU je vyvoj multilékové rezistence, takze podil
pacientl s lokalné pokrocilym nebo metastatickym
urotelialnim karcinomem, ktefi byli lé¢eni jednou
z téchto dvou kombinacnich chemoterapii a do-
sahli pétiletého preziti, nepfesahuje 15 % (18).

MODELY BUNECNYCH
KULTUR A JEJICH POSTAVENI
V BIOLOGICKE ANALYZE
UROTELIALNIHO KARCINOMU

Historie lidskych bunécnych kultur saha do 50. let
minulého stoleti (19, 20). Od té doby staly modely
bunécnych a tkdnovych kultur za fadou objevd,
bez kterych by soucasna medicina a biovédy ne-
mohly existovat tak, jak je zndme. Bunécné kultu-
ry predstavuji velice atraktivni model, jenz néam
umoznuje v ¢astecné arteficidlnich podminkach
mapovat a odhalovat fadu biologickych zakoni-
tosti, které mzeme nésledné aplikovat do klinické
praxe, a to obzvlasté v nadorové biologii. Zakladni
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vyuZiti nddorovych bunécnych linif v porozumeént
tumorigenezi tkvi v zédsadé ve dvou pfistupech.
Prvn{z nich spociva v tom, Ze z dobfe patologicky
definovanych klinickych (popf. experimentalnich)
nadorl jsou odvozeny permanentni bunécné li-
nie, které tak pfedstavuji v principu nevycerpatel-
ny zdroj biologického materidlu pro desifrovani
genetickych a epigenetickych zmén pfislusného
nadoru. Rizné typy nadord se pfitom znacné lisi
v teoretické Uspésnosti tohoto pfistupu, tj. v Uspés-
nosti odvozeni stabilnich bunécnych linii. Karcinom
mocového méchyre patfi v tomto ohledu mezi
experimentalné pomérné pfistupné typy nadorl
a dosud se podafilo ustanovit vice nez pét desitek
permanentnich bunécnych linif (21), i kdyZ je nutno
podotknout, ze vétsina dostupnych bunécnych linif
byla ustavena z invazivnich ¢i dokonce uz metasta-
tickych karcinomU a ustaveni permanentnich bu-
nécnych linif z povrchovych papilérnich karcinom(
predstavuje stale experimentalni vyzvu. Uspéch je
u téchto nddord ¢asto vykoupen zdlouhavou op-
timalizaci kultiva¢nich podminek, zejména médii,
a i tak zGstava Uspésnost odvozeni relativneé nizka
(22). Témito modifikacemi kultivacnich technik se
nam podafrilo odvodit dvé nové bunécné linie po-
vrchového neinvazivniho karcinomu bunécného
méchyfe a molekuldrné je charakterizovat, zejména
s ohledem na funké¢nf stav signdlnich drah DNA
reparace a obzvlasté tumorového supresorového
genu p53 (23). V pfipadé jednoho konkrétniho
nadoru se ndm dokonce podafilo ustavit jak pfi-
slusnou karcinomovou bunécnou linii, tak stromalni
bunéc¢nou linii (tj. bunécnou linii s karcinomem
asociovanych fibroblastd) (24).

Druhovy, Siroce pouzivanou strategif vyuzitf mo-
dell bunécnych kultur v experimentalni onkologii,
je odvozeni a analyza tzv. progresivnich sérif nado-
rovych bunécnych linif, tedy série dvou nebo vice
klonalné pfibuznych nadorovych bunécnych linif
odrézejicich jednotliva stadia progrese nadorové-
ho onemocnéni (obrazek 2). Lze pfitom vyuZit jak
klinickou progresi nadoru, kdy napf. souc¢asné od-
vodime buné¢né linie z primarniho nddoru a me-
tastazy, tak progresi experimentalni. V tom pfipadé
vychédzime z fenotypicky a molekuldrné geneticky
dobte definované matefské bunécné linie, kterou
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experimentalné vystavime specifickému selekeni-
mu tlaku ¢i jiné in vitro manipulaci, a tak odvodime
dcefinou bunéc¢nou linii, jejiz stupen transformace
a progrese je vyssi. Tento pfistup simuluje neu-
staly selekéni tlak vsudypfitomny in vivo béhem
nadorové progrese. Nasledné porovnani genetic-
kych a epigenetickych zmén mezi jednotlivymi
bunécnymi liniemi progresivni série pak otevird
cestu k pochopeni biologie studovaného aspektu
nadorové progrese. S velkou pravdépodobnosti Ize
pfedpokladat, Zze nachazené zmény v jednotlivych
genech, jejich expresi a zapojeni do onkogennich
signalnich drah jsou pfimo zodpovédné za pozo-
rovanou fenotypickou zménu.

Progresivni série bunécnych linii odvozenych
z naddort rlzného stadia progrese u jednoho pa-
cienta jsou velmi dobfe etablovanym experimen-
talnim systémem napt. u maligniho melanomu
(25), u urotelidiniho karcinomu je ovsem dosud
znama pouze jedina takto derivovana progresiv-
ni série, a to TCC 97-18-1 (etablovana z resekce
primarniho tumoru) a TCC 97-21-M (odvozena
7 biopsie metastatického loZiska) (26). Co se tyce
experimentalnich progresivnich sérii, strategie od-
vozeni mohou byt velmi rlizné. Experimentalné
pomerné jednoduchou moznosti je vyuzit napf.
morfologické odlisnosti izolované rostouci kolonie
bunék - takto se ndm podafilo odvodit vysoce
klonogenni dcefinou linii BFTG905-DM z vychozi
relativné nizko transformované bunécné linie BFTG
905 (27). Slozitéjsi experimentdlni systémy jsou
zaloZzené na zavedeni matefské bunécné linie do
vhodného experimentalniho hostitele (vétsinou
imunodeficientni mys genotypu nu/nu nebo SCID)
a selekci in vivo progredovanych, napf. metasta-
tickych dcefinych linii. Velmi ¢asto pouzivanou
materskou bunécnou linif se stala vibec jedna
z prvnich nddorovych bunécnych linif karcinomu
mocového méchyie — T24 (28). Na pocétku jedné
T24 — zalozené progresivni série stalo $tastné pozo-
rovani, e jedna z ndhodné odvozenych dcefinych
bunécnych linif vykazovala vyrazné vyssi schopnost
rdstu v polotekutych médiich bez nutnosti adheze
k pevnému substratu. Tato dcefina linie znama jako
T24T nasledné poskytla jeden z klicovych pohled
do karcinogeneze a specialné do metastatického
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Obr. 2. Ruzné strategie odvozeni progresivni sérif nddorovych bunécnych linii. A Klinickd progrese nddoru
umoZzriuje odvodit nddorovou bunécnou linii jak z primdrniho nddoru, tak z jeho metastdzy. B Koncepcné totoZny
vysledek umoZzriuje experimentdini progrese, napf: po xenotransplantaci ¢i in vitro selekci progredujicich nddo-
rovych bunék. C Zvldstni skupinou progresivnich sérii je odvozeni chemorezistentnich dcefinych linif po kultivaci
v médiu se zvysenou koncentraci cytostatik

Fig. 2. Various strategies used to establish cancer cell lines progression series. A Clinical cancer progression makes
it possible to establish cell lines from a primary tumour and from its metastasis, respectivelly. B Conceptually
the same result might be achieved after an experimental progression, e.qg. after xenotransplantation or in vitro
selection of progressing cancer cells. C Establishment of chemoresistant daughter cell lines after culture in media
containing high concentrations of cytostatics represents a special type of a progression series.

MODELOVANI TERAPEUTICKE
REZISTENCE UROTELIALNIHO

procesu karcinomu mocového méchyre (29, 30).
Experimentalni progrese v imunodeficientni mysi
byla s bunécnou linii T24 rovnéz provedena, do-

konce opakované v nékolika laboratofich (31-
Komparativni molekularné biologickou ¢i prote-

omickou analyzou jednotlivych bunécnych linif

téchto progresivnich sérif byla identifikovana cela
fada gend a proteind, které dozajista hraji klicové
role v jednotlivych aspektech nadorové progrese
a které s vysokou pravdépodobnosti v blizké bu-
doucnosti najdou své uplatnéni v klinické praxi,
at uz jako vhodné prognostické markery, tak jako
potencialni cile protinddorové terapie.

2 KARCINOMU V BUNECNYCH

KULTURACH

Chemoterapeuticka rezistence nadoru mize byt
pfitomna bud uz na za¢atku chemoterapie, takze
dany nador je primarné rezistentni a nedochazi ke
klinické odpovédi, nebo se vyvine a7 v pribéhu
lécby, kdy je bud napf. dosazeno jen castecné
klinické odpovédi nasledované obnovenim rstu
nadoru v prabéhu chemoterapie, nebo muize
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dojit k upIné klinické odpovédi nasledované re-
lapsem onemocnéni po rdzné dlouhé dobé re-
mise, pficem? recidivujici nddor uz nevykazuje
stejnou chemoterapeutickou citlivost jako nador
plvodni (34). Soucasny stav poznani ukazuje, ze
problém chemoterapeutické rezistence nadord
je zna¢né komplexni, s velkou Skdlou moznych
molekularnich mechanizm pro kazdé jednotli-
vé cytostatikum (35). Nadorové bunécné kultury
mohou v tomto ohledu poskytnout velmi uzite¢-
né modely pro naslednou molekuldrni analyzu.
Specialni skupinu progresivnich sérii nadorovych
bunécnych linii pfedstavuji systémy, kdy na ma-
tefskou nadorovou bunécnou linii vyvineme se-
lekeni tlak prostfednictvim aplikace studovaného
cytostatika ve vzristajici koncentraci, a odvodime
tak dcefinou chemorezistentni bunécnou linii.
V poslednich dvaceti letech se timto zpUsobem
v oblasti nadorovych bunécnych linii karcinomu
mocového méchyfe podafilo ustanovit a moleku-
larné charakterizovat fadu modelovych systémd.
Tuto molekuldrni analyzu mechanizm chemo-
rezistence mUzeme v zdsadé rozdélit do dvou
skupin. V prvni skupiné byla na zakladé znalosti
biologického mechanizmu plsobenti jednotlivych
cytostatik formulovana urcita racionalni hypotéza
mechanizmu chemorezistence, a ta pak byla tes-
tovana v pfislusném modelovém systému matef-
ské chemosenzitivni a dcefiné chemorezistentni
nadorové bunécné linie. U doxorubicin — rezis-
tentni varianty bunécné linie RT112 (RT112/D21)
stoji za rezistentnim fenotypem zfejmé nadmeérna
exprese efluxnich pump, zejména P-glykoproteinu
(36), podobny mechanizmus byl navrzen i pro
doxorubicin - rezistentn{ dcefinou linii odvozenou
z UM-UG6 (UM-UG6-dox), i kdyz tady je situace
pravdépodobné komplexnejsi a kromé zvysené-
ho efluxu cytostatika zfejmé zahmuje i aktivaci an-
tiapoptotickych signélnich drah, zejména klicové
proteinové kindzy Akt (37, 38). Podobny biologicky
mechanizmus byl navrZzen i pro progresivni sérii
na bazi shora zminéné bunécné linie T24 mode-
lujici rezistenci vci cisplatiné (rezistentni dcefiné
bunécné linie T24R1 a T24R2), kdy za pozorovanou
rezistenci stoji pravdépodobneé zvysend exprese
antiapoptotického proteinu Bcl-2 (39), &i v pfi-
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padé rezistence vici gemcitabinu (progresivni
série bunécnych linif UM-UG3 a UM-UG3R), kdy
pravdépodobnym biologickym mechanizmem
je zvysena exprese antiapoptotického proteinu
clusterinu (40). Dalsf racionalni hypotézou che-
morezistence je aktivace enzymatickych detoxi-
fika¢nich mechanizm - cisplatinova rezistence
u progresivni série RT112—-RT112/K1, RT112/K2
a RT112/CP3) tak mohla byt korelovana se zvy-
senou expresi metalothioneint (41), a u vyse
uvedené cisplatina-rezistentni dcefiné bunécné
linie T24R2 pIni podobnou detoxifika¢ni Ulohu
enzymatické systémy na bazi glutathionu (42), co?,
podobné jako u progresivni série bunécnych linif
UM-UG6 a UM-UCG-6-dox, ukazuje na komplexni
mechanizmus rezistence. Dalsimi kandidaty pro
zprostfedkovani chemorezistence jsou regulacni
proteiny, napf. typu transkripcnich faktord. Za cis-
platinovou rezistenci u progresivni bunécné série
NTUB1-NTUB1/P byl takto shledan odpovédny
transkripcni faktor C/EPBS (NF-IL6), jehoZ zvyse-
na exprese byla prokdzana u rezistentni dcefiné
bunécné linie (43).

Druhou skupinu modelovych systémU che-
morezistence charakterizuje zamérna absence
apriorni hypotézy mechanizmu chemorezistence.
Klicem k desifrovani pozorované chemorezistence
je pak néjaka forma systematické expresni analy-
zy, at uZ na Urovni transkripcniho vystupu gend,
nebo na urovni celkového proteomu, tj. celkového
souboru translatovanych proteind, a to kompara-
tivné u matefské chemosenzitivni a dcefiné che-
morezistentni bunécné linie. Takova systematicka
komparativni analyza mize dale obohatit a do-
pInit vysvétleni mechanizmu chemorezistence
nacrtnuté analyzou kandidatniho mechanizmu
zaloZeného na racionalni hypotéze. Napf. analyzou
specifického transkrip¢niho profilu vyse uvedené
chemorezistentni bunécné linie T24R2 se proka-
zalo, Ze za pozorovanou rezistenci vUci cisplatiné
stoji jeSté v daleko vétsi mife nez Bcl-2 (39) jiny
¢len Bcl-2 - rodiny antiapoptotickych mediator(,
Bfl-1 (44), a nejnovejsi analyza tohoto modelového
systému prostfednictvim expresnich Cipd po-
skytla mnohem komplexnéjsi obraz dysregulace
apoptdzy u chemorezistentni bunécné linie (45).



Podobné recentni systematickd farmakologicka
a expresni analyza vyse uvedeného modelového
systému cisplatinové rezistence NTUBT-NTUB1/P
potvrdila klicovou Ulohu kyslikovych radikald v to-
xicité cisplatiny, oviem vedle vyse uvedeného
transkrip¢niho faktoru C/EPBS (NF-IL6P) a jim ak-
tivované Cu/Zn superoxid dismutéazy (43) se na
rezistenci podilf jesté dalsf detoxifika¢ni enzym —
hem oxygenaza. Cisplatin-rezistentni dcefina linie
NTUB1/P rovnéz akumuluje signifikantné nizsi
intrabunécné koncentrace cisplatiny a podobné
jako u vyse popsané modelové série T24-T24R2
dochazi i u NTUB1/P bunék k dysregulaci apopto-
zy v dlsledku zvysené exprese antiapoptotického
regulatoru Bcl-2 (46). Oba vyse uvedené modelo-
Vvé systémy jasné ukazuji multifaktorialnf charakter
chemorezistence, kdy rezistentni bunécné linie
aktivuji nékolik rdznych, komplementarnich ¢i
paralelnich mechanizm.

Takové systematické srovndvaci analyzy nam
mohou rovnéz oteviit cestu k nalezeni novych,
dosud nepfedpoklddanych mechanismd che-
morezistence. Nékolik nezavislych studii napfi-
klad pfineslo ddkazy &i indicie pro vyznamnou
roli signalnich drah regulovanych vapenatymi
kationty. Prvni z nich byla expresni analyza dvou
dvojic parentaini chemosenzitivni a dcefiné cis-
platina-rezistentni bunécéné linie (T24 a T24DDP10,
KK47 a KK47DDP20) cDNA expresnimi Cipy, ktera
prokazala zvyseni exprese receptoru pro inosi-
toltrifosfat (IP3R1) u obou dcefinych chemorezis-
tentnich linif (47). Dalsi dvé nezavislé proteomické
analyzy pfinesly rovnéz dliikaz vyznamné funkce
kalcium-regulovaného proteinu v mechanizmu
chemorezistence. U dalsiho modelu cisplatino-
vé rezistence (dvojice matefské chemosenzitivni
a dcefiné chemorezistentni bunécné linie HT1376
a HT1376-CisR) se jednalo o protein adseverin
(48), u modelu doxorubicinové rezistence (dvojice
matefské chemosenzitivni a dcefiné chemorezi-
stentni bunéc¢né linie pumc-91 a pumc-91/ADM)
o protein annexin 2 (49). Dalsi vyhodou téchto
komplexnich expresnich profild je moznost ana-
lyzovat jejich prekryv. Napf. letmy pohled do tabu-
lek diferencidlné exprimovanych proteini u obou
vySe uvedenych dvojic chemorezistentnich mo-
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delovych systémU prozradi, Ze annexin-2 patfi
mezi zvysené exprimované proteiny i u cisplatino-
vé rezistence bunécnych linif HT1376 a HT1376-Ci-
sR. Da se pfedpokladat, ze takové in silico pristupy,
zaloZené zcela na bioinformatické analyze, budou
do budoucna stale Castéjsi.

Nase nejnovejsi studie (50) by mohla naznacit,
jak by bylo mozné vyuzit analyzy experimentalné
odvozenych sérii matefské senzitivni a dcefiné
chemorezistentni bunéc¢né linie k ziskani poten-
cialné klinicky vyuZitelnych vysledkd. Nasim vy-
chozim modelem byla bunécna linie BFTG905,
kterou jsme vystavili zvysujicim se koncentracim
doxorubicinu (od vychozi koncentrace 100 nM
do konecné koncentrace 300 nM v rozsahu dvou
mésicl) a takto z ni odvodili dcefinou chemo-
rezistentni linii BFTG905-DOXO-II. Molekularni
analyza mechanizmu chemorezistence vyloucila
moznost zvyseného efluxu doxorubicinu, odha-
lila ovsem konstitutivni aktivaci exprese souboru
gend, kédujicich enzymy tzv. mevalonatové syn-
tetické drahy (51). Vstupem do této syntetické
dréhy je hydroxymetylglutaryl-koenzym A (HMG
CoA) a na jejim konci je fada biologicky aktivnich
molekul, pfedevsim cholesterol, dale pak steroidy
a dolicholy, jakoz i biologicky velmi vyznamné
posttranslacni modifikace proteinC farnesylace
a geranylgeranylaci, coz jim umoznuje zakotveni
do biomembran. Limitnim enzymem celé meva-
lonatové syntetické drahy je hned jeji samotny
zacatek, tj. preména HMG CoA na mevalonat,
katalyzovana HMG CoA reduktazou. Farmako-
logicka inhibice mevalonatové syntetické drahy
vede k vnitrobuné&nému nedostatku zejména
cholesterolu, na coz bunky reaguji jeho zvysenym
pfijmem. Inhibitory HMG CoA reduktazy — stati-
ny — jsou jedny z nejuc¢innégjsich a nejrozsirenéj-
Sich 1ékd pouzivanych za Ucelem snizeni hladiny
cholesterolu v krvi (51). VyuZiti statin( pro protina-
dorovou terapii je zatim intenzivné diskutovano
(51, 52), popt. ve stadium ¢asnych klinickych studif
v oblasti akutni myeloidni leukémie (53). Analyza
naseho experimentalniho systému prokazala, 7ze
aplikace simvastatinu byla schopna uplné inhibo-
vat chemorezistentni fenotyp dcefiné bunécné
linie a obnovit pdvodni chemosenzitivitu (50).
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Vzhledem k tomu, Ze statiny pfedstavuji Siroce rezistence, at uz primarni, nebo, tak jako v nasem
pouzivané léky s velmi dobfe charakterizovanymi experimentalnim systému, sekundarni, by mohlo
farmakologickymi parametry, jejich zaclenéni do predstavovat velmi dlezité obohacenf stavajicich
schémat protinddorové chemoterapie by mohlo terapeutickych schémat.

byt relativné pfimocaré a pro urcité typy chemo-
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