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SOUHRN

Kripnerova M, Dvorak P, Pesta M, Kuncova J,
Vlas T, Leba M, Holubec L, Hatina J. Odvozeni a cha-
rakterizace bunéc¢ného modelu multilékové rezis-
tence urotelidIniho karcinomu.

Hlavni stanovisko prace: Nové odvozend che-
morezistentni bunécna linie karcinomu mocového
méchyfe jako experimentalni model pro studium
mechanizmd mnohocetné terapeutické rezistence
pokrocilych nadord mocového méchyre.

Cil: Cilem prace bylo odvodit a charakterizovat
novou progresivni chemorezistentni bunécnou linii
urotelidiniho karcinomui.

Materidl a metody: Matefska bunécna linie
urotelidiniho karcinomu BC44 byla odvozena z pa-
pilarné diferencované ¢asti pokrocilého karcinomu
mocového méchyre (pT4 G3) a z ni ustanovena
dcefina linie BC44DoxoR byla ziskana selekci re-
zistentnich klon¥ po aplikaci zvysujicich se kon-
centraci doxorubicinu. Mikroskopickd analyza
chemorezistentniho fenotypu byla fotograficky
dokumentovana po aplikaci jednotlivych cytosta-
tik (doxorubicin, metotrexat, vinblastin, cisplatina
a gemcitabin). Pro stanovent viability bunék v pro-
stfedi rdznych koncentraci cytostatik byl pouZit test
funkce mitochondridinich dehydrogendz. Ke kvan-
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titativnimu vyhodnoceni mitochondridInf funkce
byla vyuzita metoda absorpcni spektrofotometrie
a vysledné nameéfené hodnoty absorbanci byly
zhodnoceny pomoci neparametrického Mann-
-Whitney U testu pro hladinu vyznamnosti a = 0,05.

Vysledky: Podafilo se ndm odvodit z matefské
bunécné linie karcinomu mocového méchyre BC44
dcefinou bunécnou linii BC44DoxoR, ktera vykazuje
mnohocetnou lékovou rezistenci vici viem cyto-
statikdm pouzivanym ve standardni systémové
chemoterapii urotelidiniho karcinomu (doxorubicin,
metotrexat, vinblastin, cisplatina a gemcitabin).

Zavér: Nove ustanovend chemorezistentni
nadorova bunécna linie BC44DoxoR predstavuje
cenny modelovy systém, jehoz dalsi molekularni
analyza muaze pfinést dllezité nové poznatky pro
pochopeni terapeutické rezistence pokrocilych
nadort mocového méchyre.

KLICOVA SLOVA
Chemoterapie, mnohocetna Iékova rezistence,
urotelidIni karcinom.

SUMMARY

Kripnerova M, Dvorak P, Pesta M, Kuncova J,
Vlas T, Leba M, Holubec L, Hatina J. Establishment
and characterization of multidrug resistant cell line
model of urothelial carcinoma.

Major statement: New chemoresistant uro-
thelial bladder cancer cell line as an experimental
model for studying the mechanisms of multidrug
resistance in advanced bladder cancer.

Aim: The aim of the study was to establish and
characterize a new multidrug resistant urothelial
cancer cell line,

Materials and methods: The parental cancer
cell line BC44 was previously established from the
large exophytic and better differentiated papillary
part of a progressive tumor (pT4 G3) of a female pa-
tient. The daughter cell line BC44DoxoR has been
derived by prolonged culture in increasing doxo-
rubicin concentrations. Morphological response
of parental and daughter cells after application of
the individual drugs (doxorubicin, methotrexate,
vinblastine, cisplatin, and gemcitabine) has been
followed by phase-contrast microscopy. Cell via-
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bility has been determined using mitochondrial
dehydrogenases assay and quantified by absorp-
tion spectrophotometry. Man-Whitney U Test
(significance level a = 0.05) has been applied for
statistical evaluation.

Results: The derivative cell line BC44DoxoR
exhibited chemoresistance to all cytostatics tested.
To the best of our knowledge, this is the first report
of such a multidrug resistant urothelial carcinoma
cell line.

Conclusion: The new multidrug resistant
urothelial bladder cancer cell line could provide
important new insights into understanding the
therapeutic resistance of advanced bladder cancer.

KEY WORDS
Chemotherapy, multidrug resistance, urothelial
carcinoma.

UvoD

Karcinom mocového méchyre pfedstavuje v celo-
svetovém méfitku ctvrty nejc¢astéjsi nador u muzd
a sedmy u Zen, s celosvétovou incidenc bliZici se
430 000, mortalitou pfesahujici 165 000 a preva-
lenci pfes jeden milion nemocnych (1, 2). Jedna
se o velmi heterogenni skupinu onemocnéni;
z histopatologického hlediska se rozlisuji dvé vel-
ké skupiny nadord, a to tzv. superficidini nadory,
zpravidla papilarniho typu (NMIBC — non-muscle-
-invasive bladder cancer; stadia pTa a pT1) a svalové
invadujici naddory (MIBC — muscle-invasive bladder
cancer; stadia pT2—pT4); samostatnou skupinu mezi
neinvadujicimi nddory zaujima karcinom in situ (CIS
— carcinoma in situ, pTis), jez s sebou nese vysoké
riziko dalsi progrese. Jednotlivé typy urotelidlnich
karcinom se li$f nejen klinickym chovanim, ale
rovnéz se vykazuiji velmi odlisnou biologif nddorové
transformace (tzv. dual-track carcinogenesis) (3).
Zatimco podstatou nadorové transformace je u po-
vrchovych nadord komplexni deregulace bunécné
proliferace, zakladni molekularni zménou u svalové
invadujicich nadorl je celkova destabilizace ge-



nomu (4). Povrchové karcinomy jsou prognostic-
ky pomérné pfiznivé, ovsem se znacnou cetnosti
lokalnich recidiv, nicméné pravdépodobnost dalsf
progrese se pohybuje jen v rozmezi 10-15 %. Sva-
lové invadujici nadory jsou prognosticky méné
pfiznivé, pficemz prdmérné pétileté preZiti klesa
umérné pokrocilosti onemocnéni (pro pacienty
sonemocnénim pl2 se udava v rozmezi 40-65 %,
v pfipadé metastatického rozsevu nepresahuje
pétileté preziti zpravidla 5%) (5, 6).

Chemoterapie se v [é¢bé karcinomu mocového
meéchyfe uplatiuje dvojim zpldsobem. Intravezi-
kalni chemoterapie po transuretralni resekci povr-
chovych karcinomd mUzZe signifikantné snizit riziko
recidivy; nej¢astéji se pouziva mitomycin C nebo
epirubicin (7). Systémova chemoterapie se mUze
uplatiiovat jak adjuvantné, tak neoadjuvantné,
popf. paliativné, opét v naprosté vétsiné v podobé
polychemoterapie. V adjuvanci a neoadjuvanci jsou
dvé nejrozsitenéjsi schémata M-VAC — metotrexdt,
vinblastin, doxorubicin — adriamycin a cisplatina
a GC - gemcitabin a cisplatina (8), v paliativni 1écbé
se v prvnilinii opét pouzivd M-VAC nebo gemcita-
bin + cisplatina, pfi renalni insuficienci gemcitabin
+ carboplatina, v druhé linii jsou mozné mono-
terapie gemcitabinem nebo vinfluninem, popf.
kombinace GC ¢i gemcitabin — karboplatina, nebo
cisplatina — cyklofosfamid — doxorubicin. Objektivni
klinickd Ucinnost (response rate) zpravidla ovsem
nepfesahuje 50 %, coz implikuje ¢astou existenci
mechanizm primarni chemorezistence. V rdmci
klinickych studii jsou proto testovana alternativni
chemoterapeuticka schémata, napt. paktitaxel -
doxorubicin (9) ¢i paktitaxel — gemcitabin (10), jejich
objektivni klinickd Uc¢innost je oviem jesté daleko
nizsi.

Biologické mechanizmy chemorezistence
mohou zahrnovat Sirokou $kalu procest, od zvy-
seného efluxu cytostatika po snizeni proliferacni
aktivity nadoru (tzv. quiescence) az po naruseni
apoptotické kompetence (11). K objasnéni moznych
biologickych pfi¢in chemorezistence Ize s vyho-
dou vyuzit experimentalni modely nadorovych
bunécnych kultur (12). Nase recentni studie napf.
odhalila moZny Uplné novy mechanizmus che-
morezistence vU¢i doxorubicinu, a to na zakladé
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permanentni aktivace mevalonatové syntetické
drahy (13). V soucasné praci pfindsime odvozeni
nového modelu doxorubicinové chemorezistence
urotelidiniho karcinomu a jeho zakladni biologic-
kou charakterizaci.

METODIKA

Zakladni bunéc¢na kultivace

Bunéc¢na linie urotelidiniho karcinomu BC44 byla
odvozena z papilarné diferencované ¢asti pokro-
¢ilého karcinomu mocového méchyre (pT4 G3)
pacientky Urologické kliniky Univerzitni nemocnice
v DUsseldorfu v Némecku (14). Zakladni bunéc¢na
kultivace probihala podle optimalizovaného pro-
tokolu (15) ve smésném médiu sestavajicim ze
suplementovanych médii Epilife (Cascade Biolo-
gics) a DMEM (high glucose + glutaMAX™ — Gibco)
v pomeéru 1:1. Médium Epilife bylo suplementovano
rekombinantnim lidskym epidermalnim ristovym
faktorem (0,5 ng/ml, Gibco), bovinnim hypofyzar-
nim extraktem (25 pg/ml, Gibco), nonesencidlnimi
amikokyselinami (1%, Gibco), ITS suplementem
(insulin — transferrin — sodium selenit; 1%, Gibco),
glycinem (3 mM, Sigma) a smési antibiotik penici-
lin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml) (Sigma).
Médium DMEM bylo suplementovano teplem inak-
tivovanym fetalnim bovinnim sérem (10%, Sigma)
a antibiotiky, stejné jako u média Epilife. Dcefina
bunécna linie BC44DoxoR byla odvozena kultivaci
BC44 bunék ve zvysuijici se koncentraci doxoru-
bicinu (pocate¢ni koncentrace 100 nM, kone¢na
koncentrace 400 nM) v ¢asovém intervalu tff mé-
sict (Doxorubicin Teva 2mg/ml, Doxorubicinum
hydrochloridum, Teva Pharmaceuticals CR). Doxo-
rubicin jakoZto selekéni cytostatikum byl zvolen
zejména z divodU disponibility a mozného dalsiho
vyuZiti doxorubicin-responzivnich reportérskych
genovych kostruktd v procesu podrobnéjsi analyzy
mechanismU chemorezistence (13, 16).

Mikroskopicka analyza
chemorezistentniho fenotypu

Matefskd bunécna linie BC44 a odvozend dcefiné
bunécna linie BC44DoxoR byly kultivovany do sta-
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dia 80% konfluence a cytostatika byla aplikovéna
ve vyslednych koncentracich odpovidajicich 1000x
fedéni u cisplatiny (Cisplatin Hospira 0,5 ml/ml,
Cisplatinum, Hospira UK Limited) a metotrexatu
(Metotrexate Hospira 25ml/ml, Metotrexatum, Hos-
pira UK Limited) a 10000x fedéni u doxorubicinu
(Doxorubicin Teva 2 mg/ml, Doxorubicinum hydro-
chloridum, Teva Pharmaceuticals CR), gemcitabinu
(Gemcirena 38 mg/ml, Gemcitabini hydrochloriu-
dum, Fresenius Kabi) a vinblastinu (Vinblastin Teva
Tmg/ml, Vinblastini sulfas, Teva Pharmaceuticals CR)
(tabulka 1). Po kultivaci 96 h byly bunécné kultury
fotograficky dokumentovany prostfednictvim zob-
razovaciho systému Olympus IX81 - CellR, jak bylo
predesle popséano (13).

Stanoveni cytotoxicity in vitro pomoci
hodnoceni funkce mitochondrii (MTT)

Pro stanoveni viability bunék v prostfedi rliznych
koncentraci cytostatik byl pouzit test funkce mi-
tochondridlnich dehydrogendz. Na 96jamkovou
desticku s rovnym dnem (TPP, Switzerland) bylo
nasazeno 7 000 bunék/jamku v celkovém objemu
200 ul média/jamku. Buriky byly kultivovany 24 h
ve standardnim CO, inkubatoru pfi 37°C s 95%
vlhkosti a 5% saturaci oxidem uhli¢itym (Sanyo,
Japonsko). Po 24 hodinach bylo k burikdm pfidano
20 ul roztoku cytostatika (Doxorubicin, Metotrexat,
Vinblastin, Cis Pt, a Gemcitabin) v sestupnych kon-
centracnich fadach (Stock a nasledné fedéni vzdy
10x, tabulka 1) a jamky byly opatrné propipetova-
ny (tabulka 1). Ovlivnéné bunky byly kultivovany
48 hodin s naslednym provedenim MTT testu. Po
48 hodinach bylo k bunkam pfidano 20 ul Zlutého

MTT roztoku (3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide, Sigma) v koncentraci 5 mg
soli/ml PBS a kultiva¢ni desticka byla ponecha-
na 2,5 h vinkubatoru pfi 37 °C pfikryta alobalem.
Poté bylo médium s cytostatiky opatrné odsato
a vzniklé fialové krystaly byly rozpustény pfidanim
200 pl rozpoustédla (DMSO:absolutni etanol — 1:1)
a ponechany za mirného protfepavani v alobalu
pfi laboratorni teploté 30 minut. Ke kvantitativ-
nimu vyhodnoceni MTT testu jsme vyuzili meto-
du absorpcni spektrofotometrie (Tecan GENios,
software X Fluor 4.51) pfi vinové délce A=490 nm.
Jako pozadi slouzilo samotné rozpoustédlo a jako
pozitivni kontrola a tedy 100% Zivotaschopnost
bunék byly brany jamky bez ovlivnéni cytostatikem.
Méfeni byla provedena minimalné v triplikatech.
Pro vybrané koncentrace testovanych latek Ize
sestavit koncentracni zavislost viability, kterou v lo-
garitmickém méfitku reprezentuje sigmoidnf kfivka.
Vysledné naméfené hodnoty absorbanci dvou sou-
bort byly zhodnoceny pomoci neparametrického
Mann-Whitney U testu pro hladinu vyznamnosti
0=0,05. Tento pofadovy test vyhodnotil statistickou
vyznamnost rozdilu mediant dvou souborovych
hodnot, tedy hodnot absorbanci pro linii BC44
a linii BC44DoxoR.

VYSLEDKY

Podarilo se ndm ustanovit dcefinou buné¢nou linii
BC44DoxoR za pomoci kultivace ve vzristajici kon-
centraci doxorubicinu béhem nékolika mésicl. Tuto
linii jsme podrobili sérii testU, kde jsme ovéfovali jeji

Tab. 1. Vysledné koncentrace pouZitych cytostatik v jednotlivych fedénich pouZitych pfi analyze
Table 1. final concentrations of cytostatics at variable dilutions used

Cytostatikum pg/ml

fedéni

mg/ml Stock 10x 100x 1000x 10000x 100000x 1000000x

Cisplatina 05 500 50 5 05 0,05 0,005 0,0005
Doxorubicin 2 2000 200 20 2 02 0,02 0,002
Gemcitabin 38 38000 3800 380 38 3,8 0,38 0,038
Metotrexat 25 25000 2500 250 25 2,5 0,25 0,025
Vinblastin 1 1000 100 10 1 0,1 0,01 0,001
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Obr. 1. Mikroskopickd analyza multirezistentniho fenotypu BC44DoxoR bunék
Fig. 1. Microscopic analysis of multiresistant phenotype of BC44DoxoR cells
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Obr. 2. Vysledky MTT testu materské
linie BC44 a dcefiné rezistentni linie BG
44DoxoR pfi aplikaci sestupné koncen-
tracni fady jednotlivych cytostatik

Fig. 2. Theresults of the MTT assay for
the parent line BC44 and the daughter
resistant line BC44DoxoR after cytostatic
applications in descending concentra-
tions



potencialni rezistenci i na jind cytostatika neZ je do-
xorubicin, kterd se bézné uzivaji pfi lécbé karcino-
mu mocového méchyre. Veskeré tyto analyzy byly
provadény komparativné s matefskou linii BC44.
Prvotni mikroskopicka analyza prokézala multirezis-
tenti fenotyp BC44DoxoR bunék (obrazek 1) a tento
nélez se ndm podafilo kvantitativné potvrdit tes-
tem mitochondridIni funkce (obrazek 2). Vysledky
kvantitativniho MTT testu pfesvedcivé prokazuji,
Ze hodnota IC 50 pro obé linie se signifikantné lis
a dokazuje, ze inhibi¢ni koncentrace rezistentni linie
je posunuta oproti plvodni linii BC 44 do mnohem
nizsiho fedéni (obrazek 2, tabulka 2). Z vysledk{
vyplyva, Zze nejvyssi rezistenci vykazuje dcefina
bunécna linie BC44DoxoR ve vztahu k gemcitabi-
nu, metotrexatu a vinblastinu, naopak u cisplatiny
vU¢i doxorubicinu je nutno rozebrat blize, protoze
tato latka, chemicky dostupna jako injekeni roztok
hydrochloridu doxorubicinu, je jiz komercné doda-
vana jako barevny roztok s absorbanci ve viditelné
oblasti priblizné pfi vinové délce A=550 nm. Test
funkce mitochondrii (MTT) byl méfen pfi vinové
délce A=490 nm a diky interkala¢ni schopnosti
doxorubicinu do DNA dochézelo pfi nizsich fe-
dénich cytostatika k obarveni bunék a tudiz ke
zkresleni vysledkd, které pak nemohly byt zahrnuty
do statistiky, nebot pfi zpracovani ukazovaly ne-
spravné vysledky. Pfi vyssich fedénich jiz barevnost
plvodniho zasobniho roztoku nehrala roli a data
se spolehlivé statisticky potvrdila.

ORIGINALNI PRACE

DISKUZE

Hlavnim problémem klinického pouZiti protina-
dorové chemoterapie je vznik chemorezistence,
zejména tzv. mnohocetné lékové rezistence. Sa-
motna koncepce kombinacni chemoterapie byla
pravé formulovéna s cilem co mozna nejvice mi-
nimalizovat vyvoj terapeutické rezistence nadord.
Uvazovalo se tak, Zze prestoze kazdé jednotlivé
cytostatikum i u nejsenzitivnéjsich typd nadord
po Casto velmi dramatické klinické odpovedi nako-
nec vzdy vede k selekci nddorovych bunék, jejichz
genetické a epigenetické zmény vylucuji klinickou
Uc¢innost daného cytostatika, pouZiti chemotera-
peutické kombinace rliznych cytostatik s rdznym
mechanismem ucinku by mélo tuto moznost
dramaticky sniZzovat — klon bunék, jehoZ genom
a regulace jednotlivych gent a protein( zaklada
rezistenci vUc¢i jednomu cytostatiku, bude citlivy
vUci jinému (17, 18). Bohuzel klinickd zkuSenost
ukazuje, Ze nddory jsou v konec¢ném stadiu vyvoje
a progrese rezistentni soucasné vici véem pro dany
typ urenych cytostatiklim, a tudiz chemoterapeu-
ticky nelécitelné.

Mnohocetnd Iékova rezistence nadorl je de-
finovana jako fenotyp, kdy expozice urcitému
cytostatiku indukuje vznik rezistence nejen proti
tomuto cytostatiku, ale rovnéz proti strukturné
a mechanismem ucinku nepffbuznym cytostati-
klim, kterym dana populace nddorovych bunék
nebyla nikdy vystavena (19, 20). Tato kritéria nase
dcefind bunécna linie BC44DoxoR dokonale splfiu-

Tab. 2. Pomérové zvyseni Zivotaschopnosti nové odvozené rezistentni linie BC44DoxoR proti materské linii BC
44 — stinovand data jsou statisticky vyznamnd na hladiné vyznamnosti a=0,05 (Mann-Whitney test)
Table 2. fold increased viability of the new derived line 44BCDoxoR — shaded values are statistically significant

(@=0,05 Mann-Whitney test)

Rédéni Pomérové zvyseni viability BC 44 DOXO

Ciplatina Doxorubicin Gencitabin Metotrexat Vinblastin

Stock 19 Neméfeno 1.6 24 6,0

10x 1.7 Neméfeno 32 1,6 35

100x 1,6 1,2 3,7 1,8 3,7

1000x 1,3 2,3 50 2,0 4,2

10000x 1,6 2,0 75 19 33

100000x 11 14 3,8 2] 50
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je. Navic se podle veskerych dostupnych literarnich
Udajl jedna o prvni bunécnou linii karcinomu mo-
Cového méchyre s fenotypem mnohocetné |ékové
rezistence, a navic s chemorezistenci vic¢i viem
standardné pouzivanym chemoterapeutiklim pro
systémovou chemoterapii urotelidlniho karcinomu.

Existuje nékolik biologickych vysvétleni mecha-
nizmu mnohocetné lékové rezistence. Historicky
prvni popsany a molekularné biologicky vysvét-
leny mechanizmus je zaloZen na aktivité eflux-
nich pump tzv. ATP-binding casette (ABC) - rodiny
(21, 22). Jedna se o aktivni transportéry lokalizova-
né v cytoplazmatické membrané (u epitelidlnich
bunék v jeji apikalni ¢asti), které jsou schopny za
spotfeby ATP pumpovat z bunky fadu toxind a xe-
nobiotik, v¢etné protinadorovych chemoterapeu-
tik. Jedna se oviem o velmi komplexni proteinovou
rodinu, zahrnujici nejméné 49 rlznych strukturné
a funkéné homolognich transportérd, ¢lenénou na
zakladé sekven¢ni homologie do 7 tfid - Aaz G
(23). Klinicky vyznam pro vyvoj mnohocetné Iékové
rezistence nadord byl oviem prokazan jen pro
nékolik z nich, pfedevsim MDR-1 (P-glykoprotein,
ABCBI), dale nékteré transportéry tfidy C (tzv. mul-
tidrug resistance proteins - MRP1 - 9, coz odpovida
ABCC1 — ABCC6 a ABCC10 — ABCC12), a tzv. breast
cancer resistance protein (BCRP) neboli mitoxant-
rone resistance protein (MXR) neboli ABCG2. Tyto
pumpy maji ¢astecné prekryvné, ¢astecné speci-
fické substratové specifity. Navic zatimco nékte-
ra cytostatika mohou byt transportovana pfimo
(zejména ta, jejichz molekuly maji velké hydro-
fobnf jadro, jako jsou antracykliny, vinca alkaloidy,
taxany, aj.), pro jiné je nutna pfedchozi konjugace
detoxifikacnimi enzymy 2. faze — MRP2 (cMOAT -
canalicular multispecific organic anion transporter
= ABCC2) je takto schopen efluxu cisplatiny az po
jeji konjugaci s glutathionem (24). Situace je o to
sloZitéjsi, Ze exprese neékterych ABGpump mize
zprostfedkovat rezistenci vUci jedné skupiné cyto-
statik, a zaroven senzitivitu vUdi jiné; P-glykoprotein
(ABCB1) a multidrug resistance protein 1 (ABCC1)
pravdépodobné zvysuiji citlivost bunék vici gem-
citabinu (23). Vzhledem k tomu je velice obtizné
najit jakékoli jednoduché vysvétleni fenotypu mno-
hocetné lékové rezistence u BC44DoxoR bunék
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v ramci zvysené exprese ABC — efluxnich pump.
Soucasna rezistence vUci "klasickym” substratdm
(doxorubicin, vinblastin, metotrexat) a soucasné
cisplatiné a gemcitabinu by vyzadovala, jestlize
by jejim zakladem mél byt zvyseny eflux cytosta-
tik, komplexni zmény v expresi fady transportér(
ABC - rodiny.

Dal$im z moznych mechanizmd mnohocetné
|ékové rezistence je celkové snizeni apoptotické
kompetence, at uz v disledku nadmérné exprese
nékterého z mnoha inhibitorl apoptdzy (Bcl-2,
Bcl-XL, XIAP, aj.), tak naopak mutacnim vyfazenim
apoptotickych aktivatord, zejména na signalni dra-
ze tumorového supresorového genu p53 (19). Dalsi
7z moznych strategif obejiti ¢i oddaleni bunécné
smrti je tzv. autofagie, zejména jeji specificka vari-
anta, tzv. mitofagie, pfi niz se burky selektivné zba-
vuji mitochondrif a celd iniciace vnitfni apoptotické
drahy je tak vyfazena (25). Je docela pravdépodob-
né, ze néktery z téchto mechanizmt bude ve hfe
rovnéz u BC44DoxoR bunék. V predeslé praci jsme
prokazali, Ze matefska nadorova bunécna linie BC44
neexprimuje funkeni p53 protein (14). Tato okolnost
mohla pfispét ke vzniku chemorezistentniho klonu,
sama o sobé oviem neposkytuje Zadné vysvétlent
mechanizmu chemorezistence, nebot tato mutacni
zména je jiz pfitomna v materské bunécné linii,
kterd je chemosenzitivni.

Hlavnim praktickym pfinosem molekuldrni ana-
lyzy progresivnich sérii nadorovych bunécnych
linif zaloZenych na selekci dcefinych chemorezis-
tentnich bunécnych linif je v pfindeni vhodnych
kandidatl pro biomarkery chemorezistence i
pfimo cilové molekuly, jejichz terapeuticka inhi-
bice ¢i jind modifikace by mohla chemorezistenci
zvratit (12, 13). Nasim cilem je doséhnout podobné
urovné molekuldrni analyzy i pro nové odvozenou
bunécnou linii s mnohocetnou lékovou rezistenci
BC44DoxoR. Je viak na tomto misté tfeba zdlraz-
nit, Ze veskeré klinické i experimentalni pfipady
chemorezistence, zejména mnohocetné Iékové
rezistence, které byly analyzovany dostate¢né po-
drobné, odhalily multifaktoridIni charakter tohoto
fenotypu, jehoZ podstatou byla soucasna aktivita
nékolika rliznych mechanizm chemorezistence
(12). Je velmi pravdépodobné, ze mnohocetna



|ékova rezistence u bunécné linie BC44DoxoR bude
mit rovnéz tento komplexni zaklad. Je ovéem na
misté rovnéz upozornit, ze se jedna pouze o ex-
perimentalni model multilékové rezistence uro-
telidiniho karcinomu, a teprve jeho dalsi, zejména
molekularni, analyza ukéze, nakolik jsou mechaniz-
my chemorezistence u BC44DoxoR bunék typické
i pro klinické nadory, a tudiz i klinicky relevantni.
V kazdém pripadé vzhledem k tomu, ze se jed-
na podle veskerych dostupnych literdrnich udajd
o prvni popsany model mnohocetné lékové rezi-
stence karcinomu mocového méchyre, zaslouzi
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podrobnou analyzu zaméfenou na molekuldrni
mechanizmy chemorezistence; v Uvahu v tomto
sméru pfichdzi zejména analyza diferencialné ex-
primovanych gen(, popf. proteind, tedy techniky
expresnich ¢ipU ¢i proteomiky. | kdyby se zjisténé
molekularni mechanizmy daly aplikovat pouze na
¢ast chemorezistentnich klinickych nadord, pro
tuto ¢ast pacientl by mohly byt ziskané poznatky
velmi podstatné pro vypracovanilé¢ebnych postu-
pU pro zmirnéni ¢i pfekonani chemorezistentniho
fenotypu, a tim i odpovidajici zlepSeni lécebné
odpovédi.

si tento experimentalni systém nepochybné dalsf
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