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SOUHRN
Kripnerová M., Hatina J. Buněčné modely che-

morezistence.
Hlavní stanovisko práce: Nádorové buněč-

né linie a na jejich základě odvozené progresivní 
série představují jeden z klíčových experimentál-
ních nástrojů k objasnění základních biologických 
mechanizmů karcinogeneze, včetně terapeutické 
odpovědi. Článek poskytuje podrobný přehled 
aplikačních možností nádorových buněčných kul-
tur ve studiu uroteliálního karcinomu, s důrazem 
na mechanizmy chemorezistence.

Karcinom močového měchýře představuje 
v naší populaci sedmý nejčastější nádor. Jedná se 
o biologicky i klinicky velmi heterogenní skupinu 
onemocnění, se dvěma základními skupinami před-

stavovanými povrchovými papilárními karcinomy 
na jedné straně a svalově invadujícími nádory na 
druhé straně. Karcinom močového měchýře patří 
mezi relativně dobře in vitro kultivovatelné typy 
nádorů, s více než 50 dostupnými etablovanými 
nádorovými buněčnými liniemi, většina z nich byla 
nicméně odvozena od nádorů pozdního stadia 
progrese, zatímco buněčných linií odvozených 
z časných karcinomů je pouze několik. Studium ná-
dorové progrese v experimentálních modelových 
systémech buněčných kultur probíhá často s vy-
užitím tzv. progresivních sérií buněčných linií, kdy 
studujeme současně několik buněčných linií totož-
ného genetického pozadí, z nichž každá odpovídá 
jinému stadiu progrese nádoru. Prakticky všechny 
progresivní série uroteliálního karcinomu mají ex-
perimentální charakter, kdy z klinického nádoru 
je odvozena pouze tzv. mateřská buněčná linie, 
a dceřiné buněčné linie odpovídající pokročilejším 
stadiím progrese jsou odvozeny experimentálně, 
ať už in vitro (tj. postupy buněčné kultivace) nebo 
in vivo (tj. spontánní progresí po transplantaci do 
vhodného zvířecího hostitele). Důležitou variantou 
takových progresivních sérií buněčných linií je od-
vození chemorezistentních dceřiných linií selekcí 
rezistentních klonů po aplikaci studovaného cyto-
statika dané mateřské buněčné linii. Tato specifická 
varianta progresivních sérií nádorových buněčných 
linií může podstatně přispět k našemu pochopení 
různých biologických mechanizmů terapeutické 
rezistence nádorů. Důležitým poznatkem v této 
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oblasti je, že u většiny chemorezistentních sérií 
nádorových buněčných linií dochází k paralelní-
mu vývoji několika mechanizmů chemorezistence 
současně. Vedle této experimentální roviny pos
kytují chemorezistentní nádorové buněčné linie 
i významné preklinické modely testování nových 
terapeutických možností zaměřených na obnovení 
chemosenzitivity.

KLÍČOVÁ SLOVA
Chemorezistence, chemoterapie, nádorové buněč-
né linie, uroteliální karcinom.

SUMMARY
Kripnerová 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 

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.

………

ÚVOD

Karcinom močového měchýře patří mezi relativně 
častá nádorová onemocnění, s celosvětovou in-
cidencí blížící se 430 000 a mortalitou přesahující 
165 000 (1, 2). V České republice je situace obdobná, 
v r. 2007 činila celková incidence 2 487 a mortali-
ta 697 případů (3). Většina nádorů je zachycena 
v časném stadiu; období 2003–2007 činil záchyt 
nádorů ve stadiu I téměř 60 % (3), což se odráží ve 
vysoké prevalenci. Postulované hodnoty preva-
lence pro rok 2020 činí 25 067 případů, což bude 
z uroteliálního karcinomu činit celkově 7. nejčastější 
nádor (4). Dlouhodobě přitom platí, že mužská 
část populace je postižena signifikantně více, a to 
přibližně třikrát (1, 2).

Většina karcinomů močového měchýře před-
stavuje uroteliální karcinomy, u nichž lze z hlediska 
patologie, molekulární biologie i klinického průbě-
hu rozlišit dvě velké skupiny, podle toho, jestli došlo 
k invazi do svalové vrstvy močového měchýře či ne. 
Neinvadující nádory (NMIBC – non-muscle-invasive 
bladder cancer; stádia pTa a pT1) mají obecně dob-
rou prognózu, s pětiletým přežitím přesahujícím 
80 %, ovšem s vysokou tendencí k lokálním reci-
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divám, což si vynucuje soustavné a pravidelné sle-
dování nemocných. Samostatnou skupinou mezi 
neinvadujícími nádory zaujímá karcinom in situ 
(CIS – carcinoma in situ), jež s sebou nese vysoké 
riziko další progrese. U svalově invadujících nádorů 
(MIBC – muscle-invasive bladder cancer, stadia 
pT2–pT4) klesá přežití pacientů úměrně pokročilosti 
onemocnění, v případě metastatického rozsevu 
nepřesahuje pětileté přežití 5% (5, 6, 7).

MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE 
UROTELIÁLNÍHO KARCINOMU

Již více než před deseti lety byla formulována hy-
potéza, podle které probíhá vývoj povrchových 
(NMIBC) a svalově invadujících (MIBC) karcinomů 
z větší části nezávisle a podle odlišných molekulár-
ních scénářů (tzv. dual track hypothesis) (7, 8). To už 
je patrné na histopatologicky odlišných prekance-
rózních stavech; zatímco povrchovým karcinomům 
zpravidla předchází hyperplazie urotelu, svalově inva-
zivní nádory se vyvíjejí většinou z plochých dysplas-
tických lézí posléze přecházejících v karcinom in situ. 
Tyto nezávislé dráhy tumorigeneze se ovšem mohou 
křížit – zhruba 15 % původně povrchových nádorů 
nakonec progreduje do invazivního fenotypu.

Molekulární biologie obou drah karcinogeneze 
(obrázek 1) je také značně odlišná (9, 10, 11). Klíčo-
vé onkogeny aktivované u povrchových nádo-
rů způsobují především dysregulaci buněčného 
cyklu a hyperproliferaci. Mutace jsou nejčastěji 
nacházeny buď v systému receptorů fibroblasto-
vých růstových faktorů (především FGFR3) ane-
bo v onkogenech rodiny ras, čistým výstupem 
je v obou případech konstitutivní aktivace jedné 
z nejdůležitějších signálních drah, tzv. mitogen-
-aktivované protein kinázové (MAPK) kaskády. Ty 
jsou doprovázeny ztrátami (buď na úrovni genu 
nebo jeho exprese) klíčových inhibitorů buněčné-
ho cyklu p16INK4a a p15INK4b v oblasti chromozómu 
9p21, tato změna je ovšem nacházena i u převážné 
většiny svalově invadujících nádorů a představuje 
ve většině případů tudíž zřejmě první mutaci celé 
tumorigenní dráhy.

Zásadní molekulární změnu představuje u sva-
lově invazivních nádorů destabilizace genomu; 
svalově invadující nádory zaujímají třetí příčku 
mezi nádory z hlediska průměrného celkového 
počtu mutací, překonávají je pouze karcinomy plic 
a melanom (12). Podkladem bývá často mutační 
vyřazení klasického tumorového supresoru p53, 
anebo rovněž nadměrná exprese genu APOBEC-3. 
Proteiny rodiny APOBEC kódují enzymy s cytidin 

Obr. 1.  Současný model vývoje a progrese různých typů uroteliálního karcinomu a klíčových genů mutovaných 
v jednotlivých stadiích (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)
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desaminázovou aktivitou a způsobují charakteris-
tický mutační vzor (C:G ⟶ T:A); jejich fyziologickou 
funkcí je mutageneze a následná inaktivace retro-
virů a retrotranspozónů. Časté jsou rovněž mutace 
genu pRb a rovněž genů, kódujících součásti kom-
plexních enzymatických systémů organizace a re-
modelace chromatinu (např. ARID1A, MLL, EP300 
a KDM6A) (11).

Z uvedeného vyplývá, že svalově invadující 
nádory jsou velmi heterogenní skupinou. Bylo 
publikováno několik analýz, jejichž cílem byla 
molekulární klasifikace nádorů na základě společ-
ného profilu exprimovaných genů (metodika tzv. 
„expresních čipů“). Jejich průnikem je definování 
dvou základních velkých skupin nádorů, svým fe-
notypem i názvoslovím trochu připomínajících 
obdobnou analýzu provedenou u karcinomu prsu, 
a to nádory bazální, jimž je společná exprese cyto-
keratinů bazálních buněk urotelu (CK-5, CK-6, CK-
14), a nádory luminální, pro něž je typická exprese 
cytokeratinu-20 a dalších genů spojených s diferen-
ciací urotelu (GATA-3, FOXA1, uroplakin 3A, PPARγ). 
Kromě toho byl definován specifický expresní vzor, 
označený jako „p53-like“ a charakterizovaný expresí 
genů regulovaných tumorovým supresorem p53 
(a to bez ohledu na expresi či mutaci samotného 
p53 genu). Většina této skupiny nádorů vykazuje 
také expresní charakteristiky vysoké infiltrace stro-
málními buňkami (tento typ byl nezávisle označený 
také jako „infiltrated“). Podstatné přitom je, že uve-
dené molekulární subtypy se výrazně liší klinicky, 
bazální nádory mají podstatně horší prognózu než 
nádory luminální. Důležitou vlastností p53-like–ná-
dorů je primární chemorezistence (13).

POSTAVENÍ CHEMOTERAPIE 
V LÉČBĚ UROTELIÁLNÍHO 
KARCINOMU

Z předchozího textu je jasné, že uroteliální karci-
nom představuje heterogenní skupinu onemoc-
nění se značnými rozdíly v kapacitě k další progresi, 
a tím i v celkové prognóze. Většina povrchových 
karcinomů se léčí transuretrální resekcí následova-

nou buď adjuvantní intravezikulární chemoterapií 
(zpravidla mitomycinem C, popř. doxorubicinem, 
epirubicinem či gemcitabinem, v České republice 
se nejčastěji používá kombinace mitomycinu C 
a epirubicinu) nebo adjuvantní intravezikulární imu-
noterapií v podobě BCG vakcinace (14, 15). U ná-
dorů invadujících do svalové vrstvy močového 
měchýře se obvykle postupuje cestou cystektomie, 
popř. rovněž transuretrální resekce, která bývá dopl-
něna radioterapií popř. adjuvantní systémovou che-
moterapií obvykle charakteru polychemoterapie; 
byla publikována celá řada schémat chemoterapie, 
např. MCV (metotrexát, cisplatina, vinblastin). Pro 
léčbu metastatického onemocnění se uplatňují 
dva další široce používané polychemoterapeutické 
přístupy, a to M-VAC (metotrexát, vinblastin, doxo-
rubicin – adriamycin a cisplatina) a GC (gemcitabin 
a cisplatina). Oba režimy mají v podstatě totožnou 
klinickou účinnost (klinická odpověď je zazname-
nána zhruba u poloviny pacientů), GC kombinace 
vykazuje ovšem příznivější profil toxických vedlej-
ších účinků (16, 17). Velkým klinickým problémem 
obou těchto kombinačních chemoterapeutických 
režimů je vývoj multilékové rezistence, takže podíl 
pacientů s lokálně pokročilým nebo metastatickým 
uroteliálním karcinomem, kteří byli léčeni jednou 
z těchto dvou kombinačních chemoterapií a do-
sáhli pětiletého přežití, nepřesahuje 15 % (18).

MODELY BUNĚČNÝCH 
KULTUR A JEJICH POSTAVENÍ 
V BIOLOGICKÉ ANALÝZE 
UROTELIÁLNÍHO KARCINOMU

Historie lidských buněčných kultur sahá do 50. let 
minulého století (19, 20). Od té doby stály modely 
buněčných a tkáňových kultur za řadou objevů, 
bez kterých by současná medicína a biovědy ne-
mohly existovat tak, jak je známe. Buněčné kultu-
ry představují velice atraktivní model, jenž nám 
umožňuje v částečně arteficiálních podmínkách 
mapovat a odhalovat řadu biologických zákoni-
tostí, které můžeme následně aplikovat do klinické 
praxe, a to obzvláště v nádorové biologii. Základní 
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využití nádorových buněčných linií v porozumění 
tumorigenezi tkví v zásadě ve dvou přístupech. 
První z nich spočívá v tom, že z dobře patologicky 
definovaných klinických (popř. experimentálních) 
nádorů jsou odvozeny permanentní buněčné li-
nie, které tak představují v principu nevyčerpatel-
ný zdroj biologického materiálu pro dešifrování 
genetických a epigenetických změn příslušného 
nádoru. Různé typy nádorů se přitom značně liší 
v teoretické úspěšnosti tohoto přístupu, tj. v úspěš-
nosti odvození stabilních buněčných linií. Karcinom 
močového měchýře patří v tomto ohledu mezi 
experimentálně poměrně přístupné typy nádorů 
a dosud se podařilo ustanovit více než pět desítek 
permanentních buněčných linií (21), i když je nutno 
podotknout, že většina dostupných buněčných linií 
byla ustavena z invazivních či dokonce už metasta-
tických karcinomů a ustavení permanentních bu-
něčných linií z povrchových papilárních karcinomů 
představuje stále experimentální výzvu. Úspěch je 
u těchto nádorů často vykoupen zdlouhavou op-
timalizací kultivačních podmínek, zejména médií, 
a i tak zůstává úspěšnost odvození relativně nízká 
(22). Těmito modifikacemi kultivačních technik se 
nám podařilo odvodit dvě nové buněčné linie po-
vrchového neinvazivního karcinomu buněčného 
měchýře a molekulárně je charakterizovat, zejména 
s ohledem na funkční stav signálních drah DNA 
reparace a obzvláště tumorového supresorového 
genu p53 (23). V případě jednoho konkrétního 
nádoru se nám dokonce podařilo ustavit jak pří-
slušnou karcinomovou buněčnou linii, tak stromální 
buněčnou linii (tj. buněčnou linii s karcinomem 
asociovaných fibroblastů) (24).

Druhou, široce používanou strategií využití mo-
delů buněčných kultur v experimentální onkologii, 
je odvození a analýza tzv. progresivních sérií nádo-
rových buněčných linií, tedy série dvou nebo více 
klonálně příbuzných nádorových buněčných linií 
odrážejících jednotlivá stadia progrese nádorové-
ho onemocnění (obrázek 2). Lze přitom využít jak 
klinickou progresi nádoru, kdy např. současně od-
vodíme buněčné linie z primárního nádoru a me-
tastázy, tak progresi experimentální. V tom případě 
vycházíme z fenotypicky a molekulárně geneticky 
dobře definované mateřské buněčné linie, kterou 

experimentálně vystavíme specifickému selekční-
mu tlaku či jiné in vitro manipulaci, a tak odvodíme 
dceřinou buněčnou linii, jejíž stupeň transformace 
a progrese je vyšší. Tento přístup simuluje neu-
stálý selekční tlak všudypřítomný in vivo během 
nádorové progrese. Následné porovnání genetic-
kých a epigenetických změn mezi jednotlivými 
buněčnými liniemi progresivní série pak otevírá 
cestu k pochopení biologie studovaného aspektu 
nádorové progrese. S velkou pravděpodobností lze 
předpokládat, že nacházené změny v jednotlivých 
genech, jejich expresi a zapojení do onkogenních 
signálních drah jsou přímo zodpovědné za pozo-
rovanou fenotypickou změnu. 

Progresivní série buněčných linií odvozených 
z nádorů různého stadia progrese u jednoho pa-
cienta jsou velmi dobře etablovaným experimen-
tálním systémem např. u maligního melanomu 
(25), u uroteliálního karcinomu je ovšem dosud 
známa pouze jediná takto derivovaná progresiv-
ní série, a to TCC 97–18-I (etablovaná z resekce 
primárního tumoru) a TCC 97–21-M (odvozená 
z biopsie metastatického ložiska) (26). Co se týče 
experimentálních progresivních sérií, strategie od-
vození mohou být velmi různé. Experimentálně 
poměrně jednoduchou možností je využít např. 
morfologické odlišnosti izolovaně rostoucí kolonie 
buněk – takto se nám podařilo odvodit vysoce 
klonogenní dceřinou linii BFTC-905-DM z výchozí 
relativně nízko transformované buněčné linie BFTC-
905 (27). Složitější experimentální systémy jsou 
založené na zavedení mateřské buněčné linie do 
vhodného experimentálního hostitele (většinou 
imunodeficientní myš genotypu nu/nu nebo SCID) 
a selekci in vivo progredovaných, např. metasta-
tických dceřiných linií. Velmi často používanou 
mateřskou buněčnou linií se stala vůbec jedna 
z prvních nádorových buněčných linií karcinomu 
močového měchýře – T24 (28). Na počátku jedné 
T24 – založené progresivní série stálo šťastné pozo-
rování, že jedna z náhodně odvozených dceřiných 
buněčných linií vykazovala výrazně vyšší schopnost 
růstu v polotekutých médiích bez nutnosti adheze 
k pevnému substrátu. Tato dceřiná linie známá jako 
T24T následně poskytla jeden z klíčových pohledů 
do karcinogeneze a speciálně do metastatického 



275

Ces Urol 2015; 19(4): 270–280

PŘEHLEDOVÝ ČLÁNEK

procesu karcinomu močového měchýře (29, 30). 
Experimentální progrese v imunodeficientní myši 
byla s buněčnou linií T24 rovněž provedena, do-
konce opakovaně v několika laboratořích (31–33). 
Komparativní molekulárně biologickou či prote-
omickou analýzou jednotlivých buněčných linií 
těchto progresivních sérií byla identifikována celá 
řada genů a proteinů, které dozajista hrají klíčové 
role v jednotlivých aspektech nádorové progrese 
a které s vysokou pravděpodobností v blízké bu-
doucnosti najdou své uplatnění v klinické praxi, 
ať už jako vhodné prognostické markery, tak jako 
potenciální cíle protinádorové terapie.

MODELOVÁNÍ TERAPEUTICKÉ 
REZISTENCE UROTELIÁLNÍHO 
KARCINOMU V BUNĚČNÝCH 
KULTURÁCH

Chemoterapeutická rezistence nádoru může být 
přítomna buď už na začátku chemoterapie, takže 
daný nádor je primárně rezistentní a nedochází ke 
klinické odpovědi, nebo se vyvine až v průběhu 
léčby, kdy je buď např. dosaženo jen částečné 
klinické odpovědi následované obnovením růstu 
nádoru v průběhu chemoterapie, nebo může 

Obr. 2.  Různé strategie odvození progresivní sérií nádorových buněčných linií. A Klinická progrese nádoru 
umožňuje odvodit nádorovou buněčnou linii jak z primárního nádoru, tak z jeho metastázy. B Koncepčně totožný 
výsledek umožňuje experimentální progrese, např. po xenotransplantaci či in vitro selekci progredujících nádo-
rových buněk. C Zvláštní skupinou progresivních sérií je odvození chemorezistentních dceřiných linií po kultivaci 
v médiu se zvýšenou koncentrací 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.g. 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. 



276

Ces Urol 2015; 19(4): 270–280

PŘEHLEDOVÝ ČLÁNEK

dojít k úplné klinické odpovědi následované re-
lapsem onemocnění po různě dlouhé době re-
mise, přičemž recidivující nádor už nevykazuje 
stejnou chemoterapeutickou citlivost jako nádor 
původní (34). Současný stav poznání ukazuje, že 
problém chemoterapeutické rezistence nádorů 
je značně komplexní, s velkou škálou možných 
molekulárních mechanizmů pro každé jednotli-
vé cytostatikum (35). Nádorové buněčné kultury 
mohou v tomto ohledu poskytnout velmi užiteč-
né modely pro následnou molekulární analýzu. 
Speciální skupinu progresivních sérií nádorových 
buněčných linií představují systémy, kdy na ma-
teřskou nádorovou buněčnou linii vyvineme se-
lekční tlak prostřednictvím aplikace studovaného 
cytostatika ve vzrůstající koncentraci, a odvodíme 
tak dceřinou chemorezistentní buněčnou linii. 
V posledních dvaceti letech se tímto způsobem 
v oblasti nádorových buněčných linií karcinomu 
močového měchýře podařilo ustanovit a moleku-
lárně charakterizovat řadu modelových systémů. 
Tuto molekulární analýzu mechanizmů chemo-
rezistence můžeme v zásadě rozdělit do dvou 
skupin. V první skupině byla na základě znalostí 
biologického mechanizmu působení jednotlivých 
cytostatik formulována určitá racionální hypotéza 
mechanizmu chemorezistence, a ta pak byla tes-
tována v příslušném modelovém systému mateř-
ské chemosenzitivní a dceřiné chemorezistentní 
nádorové buněčné linie. U doxorubicin – rezis-
tentní varianty buněčné linie RT112 (RT112/D21) 
stojí za rezistentním fenotypem zřejmě nadměrná 
exprese efluxních pump, zejména P-glykoproteinu 
(36), podobný mechanizmus byl navržen i pro 
doxorubicin – rezistentní dceřinou linii odvozenou 
z UM-UC-6 (UM-UC-6-dox), i když tady je situace 
pravděpodobně komplexnejší a kromě zvýšené-
ho efluxu cytostatika zřejmě zahrnuje i aktivaci an-
tiapoptotických signálních drah, zejména klíčové 
proteinové kinázy Akt (37, 38). Podobný biologický 
mechanizmus byl navržen i pro progresivní sérii 
na bázi shora zmíněné buněčné linie T24 mode-
lující rezistenci vůči cisplatině (rezistentní dceřiné 
buněčné linie T24R1 a T24R2), kdy za pozorovanou 
rezistencí stojí pravděpodobně zvýšená exprese 
antiapoptotického proteinu Bcl-2 (39), či v pří-

padě rezistence vůči gemcitabinu (progresivní 
série buněčných linií UM-UC-3 a UM-UC-3R), kdy 
pravděpodobným biologickým mechanizmem 
je zvýšená exprese antiapoptotického proteinu 
clusterinu (40). Další racionální hypotézou che-
morezistence je aktivace enzymatických detoxi-
fikačních mechanizmů – cisplatinová rezistence 
u progresivní série RT112–RT112/K1, RT112/K2 
a RT112/CP3) tak mohla být korelována se zvý-
šenou expresí metalothioneinů (41), a u výše 
uvedené cisplatina-rezistentní dceřiné buněčné 
linie T24R2 plní podobnou detoxifikační úlohu 
enzymatické systémy na bázi glutathionu (42), což, 
podobně jako u progresivní série buněčných linií 
UM-UC-6 a UM-UC-6-dox, ukazuje na komplexní 
mechanizmus rezistence. Dalšími kandidáty pro 
zprostředkování chemorezistence jsou regulační 
proteiny, např. typu transkripčních faktorů. Za cis-
platinovou rezistenci u progresivní buněčné série 
NTUB1–NTUB1/P byl takto shledán odpovědný 
transkripční faktor C/EPBδ (NF-IL6β), jehož zvýše-
ná exprese byla prokázána u rezistentní dceřiné 
buněčné linie (43).

Druhou skupinu modelových systémů che-
morezistence charakterizuje záměrná absence 
apriorní hypotézy mechanizmu chemorezistence. 
Klíčem k dešifrování pozorované chemorezistence 
je pak nějaká forma systematické expresní analý-
zy, ať už na úrovni transkripčního výstupu genů, 
nebo na úrovni celkového proteomu, tj. celkového 
souboru translatovaných proteinů, a to kompara-
tivně u mateřské chemosenzitivní a dceřiné che-
morezistentní buněčné linie. Taková systematická 
komparativní analýza může dále obohatit a do-
plnit vysvětlení mechanizmu chemorezistence 
načrtnuté analýzou kandidátního mechanizmu 
založeného na racionální hypotéze. Např. analýzou 
specifického transkripčního profilu výše uvedené 
chemorezistentní buněčné linie T24R2 se proká-
zalo, že za pozorovanou rezistencí vůči cisplatině 
stojí ještě v daleko větší míře než Bcl-2 (39) jiný 
člen Bcl-2 – rodiny antiapoptotických mediátorů, 
Bfl-1 (44), a nejnovější analýza tohoto modelového 
systému prostřednictvím expresních čipů po-
skytla mnohem komplexnější obraz dysregulace 
apoptózy u chemorezistentní buněčné linie (45). 
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Podobně recentní systematická farmakologická 
a expresní analýza výše uvedeného modelového 
systému cisplatinové rezistence NTUB1–NTUB1/P 
potvrdila klíčovou úlohu kyslíkových radikálů v to-
xicitě cisplatiny, ovšem vedle výše uvedeného 
transkripčního faktoru C/EPBδ (NF-IL6β) a jím ak-
tivované Cu/Zn superoxid dismutázy (43) se na 
rezistenci podílí ještě další detoxifikační enzym – 
hem oxygenáza. Cisplatin-rezistentní dceřiná linie 
NTUB1/P rovněž akumuluje signifikantně nižší 
intrabuněčné koncentrace cisplatiny a podobně 
jako u výše popsané modelové série T24–T24R2 
dochází i u NTUB1/P buněk k dysregulaci apoptó-
zy v důsledku zvýšené exprese antiapoptotického 
regulátoru Bcl-2 (46). Oba výše uvedené modelo-
vé systémy jasně ukazují multifaktoriální charakter 
chemorezistence, kdy rezistentní buněčné linie 
aktivují několik různých, komplementárních či 
paralelních mechanizmů.

Takové systematické srovnávací analýzy nám 
mohou rovněž otevřít cestu k nalezení nových, 
dosud nepředpokládaných mechanismů che-
morezistence. Několik nezávislých studií napří-
klad přineslo důkazy či indicie pro významnou 
roli signálních drah regulovaných vápenatými 
kationty. První z nich byla expresní analýza dvou 
dvojic parentální chemosenzitivní a dceřiné cis-
platina-rezistentní buněčné linie (T24 a T24DDP10, 
KK47 a KK47DDP20) cDNA expresními čipy, která 
prokázala zvýšení exprese receptoru pro inosi-
toltrifosfát (IP3R1) u obou dceřiných chemorezis-
tentních linií (47). Další dvě nezávislé proteomické 
analýzy přinesly rovněž důkaz významné funkce 
kalcium-regulovaného proteinu v mechanizmu 
chemorezistence. U dalšího modelu cisplatino-
vé rezistence (dvojice mateřské chemosenzitivní 
a dceřiné chemorezistentní buněčné linie HT1376 
a HT1376-CisR) se jednalo o protein adseverin 
(48), u modelu doxorubicinové rezistence (dvojice 
mateřské chemosenzitivní a dceřiné chemorezi-
stentní buněčné linie pumc-91 a pumc-91/ADM) 
o protein annexin 2 (49). Další výhodou těchto 
komplexních expresních profilů je možnost ana-
lyzovat jejich překryv. Např. letmý pohled do tabu-
lek diferenciálně exprimovaných proteinů u obou 
výše uvedených dvojic chemorezistentních mo-

delových systémů prozradí, že annexin-2 patří 
mezi zvýšeně exprimované proteiny i u cisplatino-
vé rezistence buněčných linií HT1376 a HT1376-Ci-
sR. Dá se předpokládat, že takové in silico přístupy, 
založené zcela na bioinformatické analýze, budou 
do budoucna stále častější.

Naše nejnovější studie (50) by mohla naznačit, 
jak by bylo možné využít analýzy experimentálně 
odvozených sérií mateřské senzitivní a dceřiné 
chemorezistentní buněčné linie k získání poten-
ciálně klinicky využitelných výsledků. Naším vý-
chozím modelem byla buněčná linie BFTC-905, 
kterou jsme vystavili zvyšujícím se koncentracím 
doxorubicinu (od výchozí koncentrace 100 nM 
do konečné koncentrace 300 nM v rozsahu dvou 
měsíců) a takto z ní odvodili dceřinou chemo-
rezistentní linii BFTC-905-DOXO-II. Molekulární 
analýza mechanizmu chemorezistence vyloučila 
možnost zvýšeného efluxu doxorubicinu, odha-
lila ovšem konstitutivní aktivaci exprese souboru 
genů, kódujících enzymy tzv. mevalonátové syn-
tetické dráhy (51). Vstupem do této syntetické 
dráhy je hydroxymetylglutaryl-koenzym A (HMG 
CoA) a na jejím konci je řada biologicky aktivních 
molekul, především cholesterol, dále pak steroidy 
a dolicholy, jakož i biologicky velmi významné 
posttranslační modifikace proteinů farnesylace 
a geranylgeranylací, což jim umožňuje zakotvení 
do biomembrán. Limitním enzymem celé meva-
lonátové syntetické dráhy je hned její samotný 
začátek, tj. přeměna HMG CoA na mevalonát, 
katalyzovaná HMG CoA reduktázou. Farmako-
logická inhibice mevalonátové syntetické dráhy 
vede k vnitrobuněčnému nedostatku zejména 
cholesterolu, na což buňky reagují jeho zvýšeným 
příjmem. Inhibitory HMG CoA reduktázy – stati-
ny – jsou jedny z nejúčinnějších a nejrozšířeněj-
ších léků používaných za účelem snížení hladiny 
cholesterolu v krvi (51). Využití statinů pro protiná-
dorovou terapii je zatím intenzivně diskutováno 
(51, 52), popř. ve stadium časných klinických studií 
v oblasti akutní myeloidní leukémie (53). Analýza 
našeho experimentálního systému prokázala, že 
aplikace simvastatinu byla schopna úplně inhibo-
vat chemorezistentní fenotyp dceřiné buněčné 
linie a obnovit původní chemosenzitivitu (50). 
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Vzhledem k tomu, že statiny představují široce 
používané léky s velmi dobře charakterizovanými 
farmakologickými parametry, jejich začlenění do 
schémat protinádorové chemoterapie by mohlo 
být relativně přímočaré a pro určité typy chemo-

rezistence, ať už primární, nebo, tak jako v našem 
experimentálním systému, sekundární, by mohlo 
představovat velmi důležité obohacení stávajících 
terapeutických schémat.
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