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Abstrakt 

Terapeutická rezistence nádorů představuje závažný klinický problém. Z hlediska klinického 
průběhu vzniku rezistentního fenotypu rozlišujeme primární rezistenci, kdy nádor vůbec nereaguje 
na aplikovanou terapii, a rezistenci získanou neboli sekundární, kdy po počáteční klinické odpovědi 
terapie přestává působit a nádor se stává chemo,- radio- či imunorezistentní. Z hlediska 
mechanismu terapeutické rezistence můžeme rozlišit buněčně autonomní rezistentní fenotypy od 
případů rezistence založené na komplexních interakcích v rámci nádorového mikroprostředí. 
Experimentální modely terapeutické rezistence nádorů vychází často ze vstupního modelu 
senzitivních nádorových buněčných linií a selekce dceřiné chemo- či radiorezistentní buněčné linie 
po aplikaci příslušného cytostatika, popř. experimentální radioterapie. V rámci předkládané 
dizertační práce jsme odvodili dva unikátní modely terapeutické rezistence urotheliálního 
karcinomu.  
První model vychází z námi odvozené buněčné linie BC44 a dceřiné buněčné linie BC44DoxoR, 
která byla odvozena prolongovanou expozicí mateřské buněčné linie BC44 doxorubicinu. Tato 
dceřiná chemorezistentní linie vykazuje buněčně autonomní fenotyp mnohočetné lékové rezistence, 
s rezistencí vůči čtyřem dalším cytostatikům (cisplatina, metotrexát, vinblastin a gemcitabin). 
BC44DoxoR vykazuje signifikantně nižší proliferační aktivitu a nižší kapacitu mitochondriálního 
metabolismu. Ultrastrukturální analýza existenci mitochondriálně cílené autofagie, tzv. mitofagie. 
Naší hypotézou je, že právě tento mechanismus stojí za komplexním fenotypem BC44DoxoR 
buněk. 
Komplexní procesy v nádorovém mikroprostředí zahrnují zejména interakce vlastních 
karcinomových buněk s nádorovým stromatem – fibroblasty či imunitními buňkami. Při odvození 
karcinomové buněčné linie BC44 se díky rozsáhlé infiltraci mezenchymálními buňkami podařilo 
současně ustanovit také buněčnou linii fibroblastů nazvanou BC44Fibr. Analýza odvozené buněčné 
linie fibroblastů ukázala diploidní karyotyp a potvrdila fenotyp aktivovaných nádorově 
asociovaných fibroblastů. Nezávislý buněčný model stromálních buněk byl etablován na základě 
buněčné linie vycházející z inflamatorního myofibroblastického tumoru močového měchýře. 
Kokultivace s nádorovými buněčnými liniemi senzitivními vůči určitému léčivu pak poskytla další 
model komplexní terapeutické rezistence. BC44 v kokultivaci s BC44Fibr tak například získávají 
specifickou rezistenci vůči cisplatině, která odráží interakci obou typů buněk. Stromální buňky 
přitom vystupují jako téměř univerzální původce terapeutické rezistence různých karcinomových 
buněk. Například etablovaná buněčná linie SW780, která je sama o sobě senzitivní k 
imunomodulační látce TRAIL, ztrácí svoji senzitivitu v kokultivaci s BC44Fibr. I v dalších 
analýzách vystupují BC44Fibr jako výrazná imunosupresivní nádorová populace. Současně 
s vývojem terapeutické rezistence dochází k aktivaci fenotypových charakteristik nádorových 
kmenových buněk, často považovaných za inherentně rezistentní buněčnou subpopulaci. Nádorové 
buňky, které jsou silně pozitivní na kmenové markery, jsou lokalizované v kontaktní zóně mezi 
nádorovými a stromálními buňkami. Je tedy evidentní, že stromální buňky výrazně přispívají 
k udržení kmenového a rezistentního fenotypu v heterogenní populaci nádorových buněk.  
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Abstract 

Therapeutic resistance of tumours represents an important clinical issue. We can classify the 
therapeutic tumour resistance in two ways. According to the clinical course, tumours can behave 
either as primary resistant, i.e. from the very beginning not responsive, or they can display a 
secondary (also called acquired) resistance, whereby an initial clinical response is lost and the 
tumour develops into chemo-, radio- or immunoresistant disease. An alternative classification 
distinguishes cell autonomous resistance mechanisms from resistance that relies on complex 
interactions within the context of tumour microenvironment. From the research perspective, 
modelling therapeutic resistance frequently involves experimental treatment of sensitive cancer 
cells and selection of daughter resistant cell lines. The Ph.D. thesis includes derivation of two 
unique models of urothelial bladder carcinoma therapeutic resistance. 
The first model involves newly established urothelial carcinoma cell lines BC44 and BC44DoxoR, 
which resulted from a prolonged doxorubicin exposure of the mother cell line. The daughter 
chemoresistant cell line exhibits multidrug resistant phenotype, which extends beyond the selecting 
drug - doxorubicin - to four additional chemotherapeutic drugs (cisplatin, methotrexate, vinblastine, 
and gemcitabine). This cell autonomous multidrug resistant phenotype is associated with 
a significantly decreased proliferative activity and significantly lower mitochondrial metabolic 
capacity. Ultrastructurally, the BC44DoxoR cells show structures reminiscent of a special 
mitochondrial directed autophagic process, mitophagy, and we hypothesize that this could be 
related to the observed phenotypic changes. 
Complex microenvironmental tumour processes involve in particular interactions between the very 
carcinoma cells and tumour stromal cells, like tumour fibroblasts or immune cells. During the 
establishment of the BC44 cell line, an extensive infiltration with mesenchymal cells has been 
noticed, which made us possible to establish, from the very same tumour, at the same time a 
fibroblastic stromal cell line as well - BC44Fibr. The BC44Fibr cells carry the normal diploid 
karyotype and they show an activated phenotype compatible with carcinoma-associated fibroblasts. 
An independent stromal cell model could be established based on bladder inflammatory 
myofibroblastic tumour cell line. Coculturing with carcinoma cell lines sensitive to certain 
treatment options yielded models of complex therapeutic resistance. BC44 in coculture with 
BC44Fibr showed a specific cisplatin resistance in a way that directly reflects interaction of both 
cell types. Stromal cells behave as quasi universal provider of therapeutic resistance to various 
sensitive urothelial carcinoma cell lines. As an example, the urothelial carcinoma cell line SW780, 
which is on its own sensitive to the immunomodulatory drug TRAIL, loses this sensitivity in 
coculture with BC44Fibr, and the immunosuppressive effects of the latter became evident in 
various additional analyses. At the same time, stromal cells activated a stem-like phenotype in 
cocultured carcinoma cells; cancer stem cells are viewed as an inherently resistant tumour cell 
subpopulation. Importantly, carcinoma cells exhibiting a strong positivity to various cancer stem 
cell markers localized to an immediate contact zone with stromal cells. Stromal cells are thus able 
to crucially contribute to preservation of stem-like resistant cells within the heterogeneous cancer 
cell population. 
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Seznam zkratek 

14-3-3σ stratifin 

2D dvojrozměrná kultivace buněk 

3D trojrozměrná kultivace buněk 

67LaR lamininový receptor 

7ACC2 inhibitor MCT 

A1, A3, B18,  názvy exprimovaných genů  

A2, Aw32, B5 názvy exprimovaných genů 

A25, A10, A3 názvy exprimovaných genů 

ABC ATP dependentní transportér (ATP Binding Cassette) 

aCGH metoda komparativní genomické hybridizace 

ADM adrenomedulin 

AKT 
homolog virového onkogenu v-akt odvozeného od myšího thymonu 1 (V-Akt 
Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1) 

ALDHA1/A2 aldehyddehydrogenáza A1/A2 (Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member A1/A2) 

ALK kináza anaplastického lymfomu (Anaplastic Lymphoma Kinase) 

AmA antimycin A 

AMF faktor autokrinní motility (Autocrine Motility Factor) 

APAF1 aktivační faktor apoptotické peptididázy 1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) 

APC gen adetomatózní polypózy tlustého střeva (Adenomatous Polyposis Coli Protein) 

APOBEC3 apolipoprotein (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 3G) 

ATP adenosintrifosfát 

AR-C155858 inhibitor MCT 

ARF faktor ribozylace (ADP Ribosylation Factor) 

ARID1A gen AT-Rich Interaction Domain 1A 

ATIC 
formyltransferáza/cyklohydroláza (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide 
formyltransferase/IMP cyclohydrolase) 

AZD3965 inhibitor MCT 

B12, Cw3 názvy exprimovaných genů  

B12, Cw5 názvy exprimovaných genů 

BAD BCL2 agonista buněčné smrti (BCL2 Associated Agonist of Cell Death) 

BAX (BCL-X) regulátor apoptózy (BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator) 

BCG Bacillus Calmette-Guérin 

BCL-2 lymfom B buněk (B-Cell Lymphoma 2) 

BMI1 název genu 

BMP4 (1/5) protein Bone Morphogenetic 4 (1/5) 

BPE extrakt z hovězí hypofýzy (Bovine Pituitary Extract) 

BSA hovězí sérový albunin (Bovine Serum Albumin) 

Bw35, Cw4 názvy exprimovaných genů 

C/EPBδ (NF-IL6β)) protein CCAAT/Enhancer-Binding Protein Δ 

CAF nádorově asociované fibroblasty (Cancer Associate Fibroblasts) 

CARS syntetáza (Cysteinyl-TRNA Synthetase ) 

CAV -1 kalveolin 1 (Caveolin-1) 

CCL39 buněčná linie plicních fibroblastů 

CD  adhezivní molekula 
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CD44 povrchový glykoprotein (Cell-Surface Glycoprotein) 

CDH13 cadherin 13 

CDK4 (1/2/6) cyklin dependentní kinázy (Cyclin Dependent Kinase 4 (1/2/6)) 

CDKN1A 
(p21WAF1/CIP1) 

cyklin dependentní kinázový inhibitor 1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) 

CDKN1B (P27) cyklin dependentní kinázový inhibitor 1B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B) 

CDKN2A (P16INK4A) 
cyklin dependentní kinázový inhibitor 2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A, 
P16, P14) 

CEACAM6 marker kmenových buněk 

CEBPA/B gen kódující protein CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha  

CIS karcinom in situ 

CK cytokeratiny 

CKC Krebsův cyklus 

CLTC těžký řetězec klatrinu (Clathrin Heavy Chain) 

CTNNB1 beta katenin (Catenin (Cadherin-Associated Protein), Beta 1) 

COX2 cyklooxygenáza 2 (Cytochrome C Oxidase Assembly Factor 2) 

CpG Metylace metylace v dinukleotidu cytosin-fosfát-guanin 

CSC nádorové kmenové buňky (Cancer Stem Cell) 

CTGF růstový faktor pojivové tkáně (Connective Tissue Growth Factor) 

CYP450 cytochrom P450 

DAMP 
molekuly účastnící se procesu imunologické smrti (Danger Associated Molecular 
Pattern) 

DBDS 4,4′-dibenzamidostilben-2,2′-disulfonát 

DIDS 4,4′-diisothiokyanostilben-2,2′-disulfonát 

DMEM Dulbeccovo modifikované médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 

DMSO dimetylsulfoxid 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

Drw2, Dw4 názvy exprimovaných genů 

DxScore diagnostické skóre 

E2F protein asociovaný s retinoblastomem 1 (Retinoblastoma-Associated Protein 1) 

E2F3 transkripční faktor 3 

E7 protein E7 

E-CAD E-cadherin 

EDA protein ectodysplasin A 

EDNRB receptor endotelinu typ B (Endothelin Receptor Type B) 

EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 

EGF epidermální růstový faktor (Epidermal Growth Factor) 

EGFR1/3 
receptor epidermálního růstového faktoru 1/3 (Epidermal Growth Factor Receptor 
1/3) 

ELISA enzymová imunoanalýza 

EMA epiteliální membránový antigen (Epithelial Membrane Antigen) 

ECM extracelulární matrix 

EMT epiteliálně-mezenchymální tranzice 

EndMT endoteliálně-mezechymální tranzice 

ENG endoglin 

EP300 protein propionyltransferáza (Protein Propionyltransferase P300) 
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ERBB2/3 tyrosin kinázový receptor (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2/3) 

ERK extracelulární signál regulující kinázy (Extracellular Signal–regulated Kinases) 

ESR estrogenový receptor (Estrogen Receptor) 

ETS maximální možná spotřeba kyslíku 

FAP aktivační protein fibroblastů (Fibroblast Activation Protein) 

FASN syntáza mastných kyselin (Fatty Acid Synthase)  

FBS fetální bovinní sérum (Fetal Bovine Serum) 

FC průtoková cytometrie (Flow Cytometry) 

FCCP trifluorkarbonylkyanid fenylhydrazonu 

FGF16 fibroblastový růstový faktor 16 (Fibroblast Growth Factor 16) 

FGFR3 receptor fibroblastového růstového faktoru (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) 

FHIT gen Fragile Histidine Triad 

FISH fluorescenční in situ hybridizace 

FKHR transkripční faktor Forkhead in Rhabdomyosarcoma 

FOXA1 transkripční faktor Forkhead Box A1 

FOXO transkripční faktor Forkhead Box O1 

FSP1 specifický protein fibroblastů (Fibroblast-Specific Protein 1) 

G1, G2, M, S  fáze buněčného cyklu 

GADD45 
protein indukovaný zástavou buněčného dělení a poškozením DNA (Growth Arrest 
and DNA Damage Inducible Alpha) 

GADPH glyceraldehyl-3-fosfátdehydrogenáza (Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase) 

GATA3 GATA3 vázající protein (GATA Binding Protein 3) 

GC polychemoterapeutické schéma - gemcitabin a cisplatina 

GFP (eGFP) zeleně fluoreskující protein 

GLUT3 glukózový transportér (Glucose Transporter 3) 

GSK2 β kináza Glycogen Synthase Kinase 3 Beta 

GTP guanosintrifosfát  

H+ vodíkové kationty 

HEDGEHOG (SHH) protein Sonic Hedgehog  

HFQ protein HF-I  

HGF hepatocytární růstový faktor (Hepatocyte Growth Factor) 

HIF hypoxií indukovaný transkripční faktor (Hypoxia-Inducible Factor) 

HLA  hlavní histokompatibilní systém (Human Leucocyte Antigen) 

HMWCK vysokomolekulární cytokeratin  (High Molecular Weight Cytokeratin)  

HNRNPA1 
heterogenní jaderní ribonukleoprotein A1 (Heterogeneous Nuclear 
Ribonucleoprotein A1) 

HRAS 
homolog virového onkogenu odvozeného od Harveyho krysího sarkomu (Harvey rat 
sarcoma viral oncogene homolog)  

HRP křenová peroxidáza (Horseradish Peroxidase) 

hTERT katalytická podjednotka telomerázy 

CHC α-kyano-4-hydroxycinnamát (α-cyano-4-hydroxycinnamate) 

IC inhibiční koncentrace 

ID4 DNA vazebný inhibitor (Inhibitor of DNA Binding 4, HLH Protein) 

IF imunofluorescence 

IGF inzulínu podobný růstový faktor (Insulin Like Growth Factor) 

IGF-BP3 inzulínu podobný růstový faktor vázající protein 3 (Insulin Like Growth Factor 
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Binding Protein 3) 

IHC imunohistochemie 

IL interleukiny 

IMP3 malý jaderný ribonukleový protein (U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein) 

IMT inflamatorní myofibroblastický tumor 

IFNα, IFNƴ interferon alfa, interferon gama 

INK4A cyklin dependentní kinázový inhibitor 4A (Inhibitors of CDK4) 

ITS inzulin-transferin-selen (Insulin-Transferrin-Selenium) 

IU mezinárodní jednotka (International Unit) 

JAK/STAT 
janus kináza/transportéry a aktivátory signálu transkripce (Janus Kinase/Signal 
Transducers and Activators of Transcription Pathway) 

KDM6A lysin specifická demetyláza (Lysine (K)-Specific Demethylase 6A) 

Ki-67 marker proliferace Ki-67 

KRAS 
homolog virového onkogenu odvozeného od Kirstenova krysího sarkomu (Kirsten 
rat sarcoma viral oncogene homolog) 

K-RAS4B 
homolog virového onkogenu odvozeného od Kirstenova krysího sarkomu exon 4B 
(Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog Exon 4B) 

KRT5  keratin 5 

LDHA/B laktátdehydrogenáza A/B (Lactate Dehydrogenase A/B) 

LEAK 
spotřeba kyslíku potřebná pro transport elektronů nutná na kompenzaci úniku 
protonů přes vnitřní mitochondriální membránu 

LG/HG nízký/vysoký stupeň (Low/High Grade) 

LMWCK nízkomolekulární cytokeratin  (Low Molecular Weight Cytokeratin)  

LSM 1077 kultivační médium 

LUT1 gen Lutein-Deficient 1  

MAPK mitogenem aktivovaná proteinkináza 1 (Mitogen-activated Protein Kinase 1) 

MASPIN 
serinproteinázový inhibitor (Serine (Cysteine) Proteinase Inhibitor, Clade B 
(Ovalbumin), Member 5) 

M-CSF makrofág kolonie stimulující faktor (Macrophage Colony-Stimulating Factor) 

MCT transportér monokarboxylových skupin (Monocarboxylate Transporter) 

MDM2 dvouminutový myší homolog (Mouse Double Minute 2 Homolog) 

MDR1 protein mnohočetné lekové rezistence 1 (Multidrug Resistance Protein 1) 

MEK 
mitogenem aktivovaná proteinkináza kináza (Mitogen-Activated Protein Kinase 
Kinase) 

MEM kultivační médium (Minimum Essential Medium Eagle) 

MIBC svalově invazivní nádor močového měchýře (Muscle-Invasive Bladder Cancer) 

miR mikroRNA 

MLL akutní myeloidní leukemie (Myeloid/Lymphoid or Mixed-lineage Leukemia) 

MMP matrixmetalopeptidázy (Matrix Metallopeptidases) 

MMT mezenchymálně-mezenchymální tranzice 

MSC mezenchymální kmenové buňky (Mesenchymal Stem Cell) 

mTOR savčí cíl rapamycinu (Mammalian Target of Rapamycin)  

MTORC2 komplex savčího cíle rapamycinu (Mtor Complex 2) 

MTT test hodnotící funkce mitochondrií 

M-VAC polychemoterapeutické schéma - metotrexát, vinblastin, adriamycin, cisplatina 

MYC (cMYC) 
homolog virového onkogenu odvozeného od ptačí myelocytomatózy (Avian 
Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog) 
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NADH nikotinamidadenindinukleotid, redukovaná forma 

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid, oxidovaná forma 

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NANOG transkripční faktor Homeobox Transcription Factor Nanog 

NEA neesenciální aminokyseliny (Non-Essential Amino Acids) 

NF-κB 
jaderný faktor kappa (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B 
Cells) 

NG2 neurální/gliální antigen 2 (Neural/Glial Antigen 2) 

NHE1 Na/H antiprotér I (Sodium-hydrogen Antiporter 1) 

NK buňky “přirození zabíječi” (Natural Killer Cells) 

NMIBC 
svalově neinvazivní nádor močového měchýře (Non-Muscle-Invasive Bladder 
Cancer) 

NOS2 NO syntáza (Nitric Oxide Synthase 2) 

NOTCH protein asociovaný s translokací (Translocation-Associated Notch Protein TAN-1) 

NPPB 5-nitro-2-(3-fenylpropylamino)-benzoát (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoate) 

NRAS 
homolog virového onkogenu odvozeného od neuroblastomu (Neuroblastoma RAS 
Viral Oncogene Homolog) 

NSH gen Nance-Horan Syndrome Protein 

OCT4 transkripční faktor Octamer-Binding Transcription Factor 3 

OS celkové přežití (Overall Survival) 

ORR celková léčebná odpověd (Overall Response Rate) 

p63 protein 63 

PAX6 gen Paired Box 6 

PBMC primární mononukleáry periferní krve 

PBS fosfátový pufr 

P-CAD p-cadherin 

PDGF destičkový růstový faktor (Platelet Derived Growth Factor) 

PDGFRβ 
receptor destičkového růstového faktoru beta (Platelet Derived Growth Factor 
Receptor Beta) 

PDGR1 protein p53 and DNA Damage Regulated 1 

PD-L1/2 ligand programované buněčné smrti (Programmed Death-ligand 1/2) 

pERK fosforylovaná kináza (Extracellular Regulated MAP Kinase) 

PET/CT pozitronová emisní výpočetní tomografie 

PGE2 prostaglandin E2 

PH fázový kontrast 

pHPL destičkový lyzát (Pooled Human Platelet Lysate) 

PI3K fosfatidylinositol-3-kináza (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) 

PIK3CA 
katalytická podjednotka fosfatidylinositol-3-kinázy alfa (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase Catalytic Subunit Alpha) 

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) 

PIP3 fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) 

PMP pseudosarkomatózní myofibroblastická proliferace 

PPAR-ƴ 
peroxisosomový proliferační aktivovaný recfeptor gamma (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma) 

PTEN fosfátový a tenzinový homolog (Phosphatase and Tensin Homolog) 

PTGS2 gen kódující cyklooxygenázu 2 

qPCR kvatitativní PCR 
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RAF serinthreoninová kináza (Raf-1 Proto-oncogene, Serine/Threonine Kinase) 

RANBP2 protein RAN Binding Protein 2 

RASSF1a gen rodiny RAS (RAS Association Domain Family Member 1) 

RB  s retinoblastomem asociovaný protein (Retinoblastoma-Associated Protein) 

RCCL banka buněčných linií (Resistant Cancer Cell Line Collecion) 

RHEB gen RAS Homolog Enriched in Brain 

RHOGDI2 gen Rho GDP-Dissociation Inhibitor 2 

RNA ribonukleová kyselina 

ROUTINE fyziologická spotřeba kyslíku 

ROX zbytková spotřeba kyslíku 

RPM počet otáček za 1 minutu 

RPMI kultivační médium 

RTCA analýza buněk v reálném čase (Real Time Cell Analyzer) 

SD směrodatná odchylka (Standard Deviation) 

SDC1 syndecan 

SDF-1α stromální růstový faktor (Stromal Cell-derived Factor 1) 

SFRP1 gen Secreted Frizzled Related Protein 1 

SLC16 transportér monokarboxylových skupin (Solute Carrier Family 16 Member 1) 

SOX4, SOX2 
pohlaví determinující region na chromozomu Y (SRY, Sex Determining Region Y-
Box 4/Box2) 

SPARC protein Secreted Protein Acidic and Cysteine Rich 

STAG2 stromální antigen 2 (Stromal Antigen 2) 

STAT3 
přenašeč a aktivátor signálu transkripce (Signal Transducer and Activator of 
Transcription 3) 

Ta, T1, T2, T4 klasifikace zhoubných novotvarů -jednotlivá stádia 

TAM nádorově asociované makrofágy (Tumor-associated Macrophages) 

TGF-β1 transformující růstový faktor beta 1 (Transforming Growth Factor Beta 1) 

TCA cyklus trikarboxylových kyselin (Tricarboxylic Acid Cycle) 

TCC  
karcinom močového měchýře z přechodných buněk (Transitional Cell (Urothelial) 
Carcinoma) 

TH-1 lidské buňky T Helper 

THBS-1 (TSP1) trombospondin 1  

TNF (SR25) faktor nádorové nekrózy (Tumor Necrosis Factor) 

TNFα faktor nádorové nekrózy alfa (Tumor Necrosis Factor alpha) 

TNM  klasifikace zhoubných novotvarů 

TP53 gen p53 (Tumor Protein p53) 

TPM3 tropomyosin 3 

TPM4 tropomyosin 4 

TRAIL cytokin faktorů nádorové nekrózy 

TRIM24 transkripční faktor Tripartite Motif Containing 24 

TSC1/2 protein Tuberous Sclerosis 1/2 

TUR transuretrální resekce 

TURBT transuretrální resekce tumoru močového měchýře 

TWIST transkripční faktor Twist Family Bhlh Transcription Factor 1provided 

UPK uroplakiny 

VEGF vaskulární endoteliální růstový faktor (Vascular Endothelial Growth Factor) 
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VEGFC vaskulární endoteliální růstový faktor C (Vascular Endothelial Growth Factor C) 

VIM vimentin 

WNT signální dráha Wingless/Int-1 

WNT2/4 mitogenní faktory (Wingless-type MMTV Integration Site Family Member 2/4) 

ZEB1/2 (GLI1) gen Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1/2 

αSMA (ƴSMA) hladkosvalový aktin alfa (Alpha (Gama)-Smooth Muscle Actin) 

Ct hodnota prahu cyklu (Cycle Threshold) 

ΔNp63 bazální epiteliální transkripční faktor 
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1 Úvod 

Uroteliální karcinom je typ tumoru, který se vyznačuje výraznou heterogenitou 
a  vysokou mutační a genetickou zátěží. Předpokladem pro zajištění správné a moderní 
léčby je včasné zjištění nádoru, což i přes jeho relativně častý výskyt nebývá mnohdy 
možné. Nejvyšší výskyt toho onemocnění je ve vyspělých státech Severní Ameriky 
a  Evropy.  

Většina uroteliálních karcinomů vytváří povrchově rostoucí papilární nádory, které 
sice mohou často recidivovat, ale riziko progrese do invazivního stádia je dosti nízké. 
Všeobecně se usuzuje, že předpokladem invazivity je epiteliálně-mezenchymální tranzice, 
při níž epiteliální buňka získává mezenchymální fenotyp spojený s migrační a invazivní 
schopností. Většina metastatických nádorů má ovšem epiteliální charakter podobný 
primárnímu nádoru, což se vysvětluje aktivací opačného procesu, tj. mezenchymálně-
epiteliální tranzice (MET). Pro růst nádoru na sekundárním místě je rovněž nezbytná 
kmenovost, tedy schopnost buněk proliferovat asymetrickým způsobem, kdy jedna dceřiná 
buňka zůstává kmenová a druhá získává schopnost terminálně diferencovat. Tento 
mechanismus proliferace pak umožňuje udržovat zásobu nediferencovaných buněk 
a  zároveň produkovat buňky nové a  diferencované.  

Nádor představuje podle současných představ určitý typ komplexní tkáně složené 
jednak z vlastních karcinomových buněk, tak i ze stromálních buněk a nádorové 
extracelulární matrix. Při studiu nádorových transformačních a metabolických 
charakteristik mají nezastupitelný význam nádorové buněčné linie. Prominentním 
stromálním buněčným typem jsou nádorově asociované fibroblasty (CAF), které se aktivně 
účastní vnitřní homeostázy nádoru. V dizertační práci je hlavním výchozím modelem 
unikátní dvojice buněčných linií odvozených z jednoho konkrétního karcinomu močového 
měchýře, která zahrnuje jak karcinomovou buněčnou linii BC44, tak i stromální buněčnou 
linii BC44Fibr. Naše výsledky ukazují, že nádorově asociované fibroblasty jsou schopny 
vytvářet specifické mikroprostředí, tzv. niku, která podporuje kmenový charakter 
karcinomových buněk močového měchýře. Mimo to také stromální buňky podporují 
motilitu a  schopnost invazivity a modulují metabolické a imunitní odpovědi nádoru. 
Imunitní buňky vytvářejí selekční tlak na nádorové buňky, a tím zvyšují u přežívajících 
nádorových buněk terapeutickou rezistenci, což má nepříznivý dopad na podávanou léčbu. 
V případě pokročilého uroteliálního karcinomu je velkým problémem multiléková 
rezistence, neboť i  při nasazení kombinované chemoterapie se buňky karcinomu stávají 
rezistentní nejen k chemoterapeutiku podávanému, ale i na mnoho dalších látek, které 
dosud nebyly pacientovi podávány a jsou součástí jiných léčebných schémat. Výsledkem je 
pak neúčinnost chemoterapeutik a špatná prognóza pro pacienty. Pro zkoumání 
mechanismů multilékové chemorezistence in vitro byla použita progresivní série 
nádorových buněčných linií BC44 a BC44DoxoR, které patří k prvním popsaným 
modelům takovéto rezistence u karcinomu močového měchýře vůbec. 
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2 Cíle práce 

– Blíže charakterizovat stávající etablované modely chemorezistence 
(RT122/RT112D21) a ustanovit modely nové (BC44DOXOR) pro zkoumání podstaty 
vzniku mnohočetné lékové rezistence. 

– Odvodit model chemorezistence založený na komplexní patofyziologii nádorového 
mikroprostředí. 

– Korelovat analyzované modely chemorezistence s intenzitou buněčného 
metabolismu. 
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3 Popis současného stavu poznání 

3.1 Histologická a imunochemická charakterizace normálního urotelu 

Močový měchýř je dutý orgán v malé pánvi, který je tvořen výstelkou a mohutnou 
vrstvou hladké svaloviny. Normální sliznice prázdného močového měchýře je vystlána 
pseudostratifikovaným epitelem, jehož hlavním úkolem je poskytnout nepropustnou 
bariéru mezi močí a krví. Urotel relaxovaného měchýře je 4 – 6vrstevný, zatímco rozepjatý 
je pouze 2 – 3vrstevný s oploštělými, sníženými epiteliemi. Povrch pokrývají superficiální 
buňky s eosinofilní cytoplazmou a větším počtem jader (deštníkové buňky, 50 – 100 µm), 
které jsou pospojovány četnými desmosomy. Pod vrstvou povrchových buněk se nalézá 
jedna nebo několik vrstev intermediárních buněk a pod nimi vrstva bazálních buněk, které 
jsou výrazně menší než deštníkové buňky. Vrstva epitelií je ohraničena bazální 
membránou, pod kterou se nalézá lamina propria tvořená fibrózní tkání a řídkými vlákny 
hladké svaloviny [1, 2]. Obrázky 1 a 2 ukazují, že mohutnou svalovinu tvoří tři uspořádané 
vrstvy.  

 

 
Obrázek 1 – Histologická charakterizace normáního urotelu, zvětšení 4x 

 

Tunica muscularis 

Lamina propria mucosae 

Lamina epithelialis 

mucosae 
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Obrázek 2 – Histologická charakterizace normáního urotelu, zvětšení 20x 

 

Každý ze tří typů epiteliálních buněk má svůj charakteristický biomarker. 
Nízkomolekulární cytokeratin CK7 (low molecular weight cytokeratin – LMWCK) je 
nespecificky exprimován ve všech typech buněk urotelu, zatímco vysokomolekulární 
cytokeratin CK5 (high molecular weight cytokeratin – HMWCK) je nacházen výhradně 
u  bazálních a intermediárních buněk. Naproti tomu pozitivita na cytokeratiny 
CK20  (LMWCK) je nalézána pouze u deštníkových buněk. Kromě cytokeratinů se buňky 
močového měchýře liší i v expresi proteinů uroplakinů (deštníkové buňky a intermediární 
buňky), expresi CD44 u bazálních buněk nebo proteinu p63 (bazální a nepravidelně 
intermediární buňky). Interpretace exprese nukleárního proteinu lamininového receptoru 
(67LaR) v normálním urotelu je velmi složitá, protože různé literární zdroje uvádějí různou 
lokalizaci výskytu. Většina recentních studií však popisuje, že tento protein, který je 
exprimován během aktivních fází buněčného cyklu a indikuje tedy proliferační aktivitu 
buňky, se u normálního urotelu objevuje velmi nerovnoměrně a pouze u malého počtu 
zejména bazálních buněk (< 10 % buněk) [3–6]. Urotel vykazuje při homeostatických 
podmínkách velmi pomalý buněčný obrat (3 – 6 měsíců), v případě poškození je ale 
schopen reagovat s rychlou regenerační odpovědí v řádu několika dnů [7].  

 

 
Obrázek 3 – Stratifikace buněk v normálním urotelu a jejich imunochemická charakterizace [8] 
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3.2 Incidence karcinomu močového měchýře 

Přestože nádory močového měchýře nepatří k nejčastějším nádorům (u mužů je 
4. nejčastějším nádorem a u žen 11.), jejich incidence ve vyspělých zemích každoročně 
narůstá. Ročně je ve světě diagnostikováno kolem 430 000 nových případů a více než 
1/3 pacientů na toto onemocnění umírá. V České republice se výskyt tohoto onemocnění 
pohybuje okolo 35 případů na 100 000 mužů, resp. 12 na 100 000 žen a odhadované 
hodnoty incidence Národního onkologického registru ČR pro rok 2020 činí více než 3 000 
mužů a  žen. Výskyt karcinomu stoupá s věkem, u dětí se s nádory močového měchýře 
setkáme naštěstí jen velmi zřídka. Přibližně 2/3 onemocnění se objevují ve věku 65 let 
a více a  i vzhledem k demografickému stárnutí obyvatelstva budou nemocní dále přibývat. 
Přestože za posledních 30 let došlo téměř až k trojnásobnému nárůstu výskytu, obrázek 
4 dokládá, že počet pacientů, kteří onemocnění podlehli, se díky pokrokům v léčbě 
významně neměnil [9–13].  

 
Obrázek 4 – Vývoj incidence a mortality u karcinomu močového měchýře v České republice [13] 

 

3.3 Etiologie vzniku karcinomu močového měchýře  

Jednoznačně nejvýznamnějším etiologickým faktorem vzniku nádoru močového 
měchýře je kouření cigaret, kdy kuřáci mají zhruba 2 – 4krát vyšší pravděpodobnost 
vzniku než nekuřáci. Odhaduje se, že 50 % všech nádorů močového měchýře u mužů 
a  35 % u žen je v přímé souvislosti právě s kouřením s tím, že pravděpodobnost vzniku je 
v přímé úměře s počtem vykouřených cigaret [14]. Mimo kouření byla prokázaná také 
přímá souvislost mezi profesní expozicí určitým chemickým látkám (aromatické aminy, 
látky používané v gumárenském, tiskařském a textilním průmyslu, polycyklické 
aromatické uhlovodíky, látky při výrobě hliníku, asfaltu atd.) a vznikem nádoru. 
Jednoznačný průkaz kancerogenů je bohužel vzhledem k dlouhé době latence velmi 
komplikovaný [15]. Dalším významným rizikem pro vznik epidermoidního karcinomu je 
parazitární infekce Schistosoma haematobium (bilharzióza), která vyvolává chronické 
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dráždění epitelu s postupnou buněčnou transformací. Tento typ se vyskytuje nejvíce 
v  oblasti severní Afriky a Arabského poloostrova zejména u mladších pacientů mužského 
pohlaví [16, 17]. Vyšší výskyt invazivního typu karcinomu se často objevuje v anamnéze 
pacientů s chronickou uroinfekcí, chronickou litiázou, permanentní katetrizací či 
s  inflamantorním myofibroblastickým tumorem močového měchýře [18]. Mimo tyto 
relativně ovlivnitelné faktory se uplatňují při rozvoji onemocnění zhruba v 10 % také 
genetické vlivy. Do jisté míry hraje také roli geneticky podmíněná větší vnímavost na 
některé karcinogeny [14]. Rovněž užívání určitých typů léků (cyklofosfamid, analgetika 
obsahující fenacetin) či dlouhodobá expozice ionizujícímu záření (např. radioterapie 
v  oblasti pánve) může mít negativní efekt na vznik uroteliálního karcinomu [19].  

 

3.4 Klinická klasifikace TNM  

Nádory močového měchýře můžeme podle lokálního nálezu dělit do dvou základních 
skupin, tj. nádory povrchové (75 – 85 % všech nádorů stádia Ta, T1 a karcinom in situ) 
a  nádory lokálně pokročilé (T2 – T4). Na obrázku 5, kde je podrobně rozkreslena 
klasifikace TNM, je papilární neinvazivní tumor močového měchýře ohraničený na sliznici 
(stadia Ta) a nádor invadující pouze do podslizničního vaziva (stadia T1). Až 80 % těchto 
nádorů se chová klinicky zcela indolentně (NMIBC – non-muscle-invasive bladder 
cancer), má obecně dobrou prognózu, ovšem s vysokou tendencí k lokálním recidivám, což 
si vynucuje soustavné a pravidelné sledování. Nejen že je takový způsob kontroly pro 
pacienty nepohodlný, ale opakované cystoskopie jsou i poměrně nákladné. 10 – 15 % 
původně svalově neinvazivního typu nádoru progreduje dále směrem ke svalově 
invazivním typům (MIBC – muscle-invasive bladder cancer, stadia T2 – T4). V této 
kategorii nádorů klesá výrazně přežití pacientů úměrně pokročilosti onemocnění 
a  v  případě metastatického rozsevu nepřesahuje pětileté přežití 5 % [20–22].  

Většina svalově invazivních typů nádorů se však nevyvíjí z progresivních svalově 
neinvazivních typů, ale jde zcela oddělenou cestou [8]. Oba základní typy nádorů (NMIBC 
a MIBC) jsou velmi heterogenní a to jak klinicky, histopatologicky tak i molekulárně. 
Klinické rozdíly se týkají tendece k progresu nádoru a jeho terapeutické odpovědi.  

Z histopatologického pohledu tvoří většinu nádorů močového měchýře 
papilomakarcinomy z přechodného urotelu, přibližně v 5% případech se jedná 
o spinocelulární karcinom a zcela ojediněle lze na močovém měchýři diagnostikovat 
adenokarcinom, šupinatý karcinom nebo mikropapilární formu karcinomu močového 
měchýře. Informaci o prognóze a predikci určuje histopatologický grading (G), kdy se na 
základě mikroskopického pozorování odebrané tkáně určuje stupeň diferencovanosti 
nádoru [20, 23]. Posouzení základní biologické heterogenity je možné díky charakterizaci 
komplexních transkriptomů, kde se ukázalo, že histopatologicky shodné tumory mohou být 
klasifikovány do subtypů, které se chovají jako odlišné entity onemocnění [8, 24].  
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Obrázek 5 – Klinická klasifikace TNM u karcinomu močového měchýře [25, 26] 

 

3.5 Léčba karcinomu močového měchýře 

Uroteliální karcinom představuje velmi heterogenní skupinu onemocnění se 
značnými rozdíly v kapacitě k další progresi a tím i v celkové prognóze. Úspěch léčby 
neinvazivního typu závisí především na biologickém chování nádoru a strategii léčby. 
Většina povrchových karcinomů (Ta a T1) se řeší transuretrální resekcí (TUR) v celkové 
anestezii. Role transuretrální operační léčby u intraepiteliálních forem (karcinom in situ) je 
spíše diagnostická, protože se předpokládá, že tento typ karcinomu nelze spolehlivě 
a  neinvazivního typu úplně resekovat. Transuretrální resekce může být v indikovaných 
případech ještě následována adjuvantní intravezikální chemoterapií (mitomycin C, 
epirubicin, doxorubicin a gemcitabin popř. jejich vhodnou kombinací) nebo intravezikální 
imunoterapií v podobě BCG vakcíny obsahující mykobakterie (Mycobacterium bovis – 

bacillus Calmette-Guérin) nebo interferon alfa (IFNα). Pomocí BCG vakcíny je spuštěna 
dlouhodobá imunitní reakce ve stěně močového měchýře akumulací imunokompetentních 
buněk s následnou lokálně zvýšenou koncentrací cytokinů (IL-1, IL-2, IL-6,IL-8, IL-10, 
IL-12, IL18, IFNγ, TFNα a M-CSF), což cytotoxicky působí na nádorové buňky [25, 26]. 
I  přes častější nežádoucí účinky imunoterapie prokazatelně snižuje počet recidiv 
a  možnost progrese onemocnění ve srovnání s intravezikální chemoterapií a je 
nejúčinnější léčbou ve stádiu karcinomu in situ, kdy dosahuje úplné remise u více než 
80 % nemocných [25, 27]. Za perspektivní možnost je považována současná aplikace IFNα 
a BCG vakcíny, kdy se ukazuje, že interferon potencuje protinádorový účinek vakcíny, což 
by mohlo přispět nejen ke zvýšení účinnosti imunoterapie jako takové, ale zároveň 
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k redukci dávky BCG a tím k minimalizaci nežádoucích účinků [28, 29]. Při neúspěšné 
lokální léčbě pacientů s povrchovým nádorem močového měchýře (nejčastěji typ 
patologicky klasifikován jako T1G3 nebo karcinom in situ) následuje obvykle cystektomie 
s lymfadenektomií, která je zároveň volbou léčby pro infiltrující nádory močového 
měchýře. U invazivních nádorů (T2, T3 a T4) může být radikální cystektomie doplněna 
u mužů o prostatektomii a u žen o hysterektomii a adnexetomii s následnou radioterapií 
popř. chemoterapií [20, 30, 31]. Cílená terapie se zatím u karcinomu močového měchýře 
neuplatňuje.  

 

3.5.1 Systémová chemoterapie u karcinomu močového měchýře 

Adjuvantní nebo neoadjuvantní systémová chemoterapie bývá obvykle charakteru 
polychemoterapie. Pro léčbu velmi pokročilého a diseminovaného onemocnění se uplatňují 
nejčastěji dvě základní polychemoterapeutická schémata, a to MVAC (metotrexát, 
vinblastin, adriamycin a cisplatina) a GC (gemcitabin a cisplatina). V klinické studii byla 
demonstrována stejná účinnost obou režimů a méně projevů toxicity při kombinaci 
GC [31]. Kombinace či monoterapie cytostatik v 2. linii chemoterapie je již značně 
individuální zahrnující aplikaci gemcitabinu či vinfluninu v monoterapii či např. 
kombinaci paklitaxelu s cisplatinou [32]. Tabulka 1 shrnuje systémovou chemoterapii 
u karcinomu močového měchýře.  

Tabulka 1 – Systémová chemoterapie u karcinomu močového měchýře [19, 25, 33–35] 

Název Zařazení 
chemické látky 

Mechanizmus účinku Způsob užití 

metrotrexát analog kyseliny 
listové 

inhibice biosyntézy 
nukleových kyselin  

systémová 
chemoterapie 

cisplatina derivát platiny alkylační cytostatikum 
(kovalentní vazba na N-7 guanin 

a  adenin) 

systémová 
chemoterapie 

vinblastin rostlinný alkaloid inhibitor polymerizace 
tubulinu (brání přechodu G2–M) 

systémová 
chemoterapie 

doxorubicin 
(adriamycin) 

antracyklinové 
antibiotikum 

interkalační cytotatikum 
(chromozomální zlomy) 

systémová 
chemoterapie, 
intravezikálně 

gemcitabin pyrimidinový 
analog cytidinu 

inhibice biosyntézy 
nukleových kyselin 

systémová 
chemoterapie, 
intravezikálně 

vinflunin semisyntetický 
vinca-alkaloid 

inhibitor polymerizace 
tubulinu (brání přechodu G2–M) 

systémová 
chemoterapie 

paklitaxel rostlinný alkaloid 
(diterpenoid) 

inhibitor depolymerizace 
tubulinu (brání přechodu G2–M) 

systémová 
chemoterapie 

mitomycin C aminoglykosidové 
antibiotikum 

alkylační cytostatikum intravezikálně 
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3.6 Rezistence nádorů 

Rezistence nádorových buněk k účinkům cytostatických látek je nejčastější příčinou 
komplikací a selhání protinádorové léčby. Chemoterapeutická rezistence může být 
přítomna již na začátku chemoterapie, takže daný nádor je primárně rezistentní a nedochází 
tak ke klinické odpovědi, nebo se může vyvinout až v průběhu léčby, kdy buď dochází ke 
snížené klinické odpovědi či ke zdánlivě úplné odpovědi, která je s různě dlouhým 
časovým odstupem následována relapsem. [36]. Nejčastěji diskutované mechanizmy 
vzniku rezistence jsou [37, 38]: 

• snížení příjmu ve vodě rozpustných léčiv 

• špatný přísun léčiv z důvodu slabé vaskularizace nádoru či nepropustnosti okolní 
tkáně 

• zvýšená exprese ABC transportérů 

• změny intracelulárního či extracelulárního pH (snížení průchodu bazických 
cytostatik pře plazmatickou membránu) 

• změny v metabolismu léčiv, vyšší produkce detoxikačních enzymů 

• aktivace mechanismů opravujících poškozenou DNA  

• potlačení apoptózy (porušení rovnováhy mezi pro a anti-apoptotickými proteiny, 
snížení funkce kaspáz a poruchy signálních drah receptorů smrti) 

• kvalitativní či kvantitativní změny v cíli (cílovém enzymu), na který je léčivo 
mířeno (např. topoizomeráza) 

• snížení proliferační aktivity 

• ochranná bariéra mikroprostředí nádoru (s nádorem asociované fibroblasty, 
makrofágy) 

• zvýšení či oslabení buněčné adheze k extracelulární matrix (proteolytické enzymy 
jako podpora promigračních a proangiogenních vlastností) 

• přechodná změna buněčného fenotypu epiteliálně-mezenchymální přeměnou 
(zvýšená hladina markerů epiteliálně-mezenchymální tranzice je spojována s větší 
agresivitou nádorů a s jejich rezistencí k různým protinádorovým látkám) 

• protektivní vliv hypoxie v okolí nádoru (stabilizace exprese HIF) 

• chemorezistence zprostředkovaná epigenetickými změnami (např. metylace 
promotoru topoizomerázy, metylace promotorů nádorových supresorů) 

• chromozomová nestabilita a vznik chromozomových aberací 

• nádorové kmenové buňky jako buňky, které produkují velké množství 
ABC transportérů, mají dlouhý replikační čas a větší odolnost k poškození DNA – 
často mají také aktivované antiapoptotické signální dráhy 
(PI3K/PTEN/AKT/mTOR, JAK/STAT, NF-κB, WNT/β-catenin, Hedgehog 
a NOTCH) 
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3.6.1 Modelování terapeutické rezistence uroteliálního karcinomu v buněčných 
kulturách 

Problém chemoterapeutické rezistence nádorů je značně komplexní s velkou škálou 
možných molekulárních mechanizmů. Pro jejich analýzu se s výhodou využívjí buněčné 
kultury, kdy se na mateřskou nádorovou buněčnou linii vyvine selekční tlak 
prostřednictvím aplikace studovaného cytostatika ve vzrůstající koncentraci a může se tak 
odvodit chemorezistantní dceřiná linie. Díky této technice se podařilo ustanovit 
a molekulárně charakterizovat několik modelových systémů u karcinomu močového 
měchýře, které jsou uvedeny v tabulce 2. 

 

Tabulka 2 – Seznam etablovaných rezistentních buněčných liníí u karcinomu močového měchýře 
a možný molekulární mechanismus jejich rezistence [36] 

Mateřská 
buněčná 
linie 

Dceřiná 
buněčná linie 
– rezistentní 

Rezistence  Molekulární mechanismus 
rezistence 

RT112 RT112 D21 doxorubicin nadměrná 
exprese efluxních pump, zejména  
P-glykoproteinu ABCB1 

UM-UC-6 UM-UC-6-dox doxorubicin nadměrná 
exprese efluxních pump a aktivace 
antiapoptotických signálních drah 

T24 T24R1 cisplatina zvýšená exprese 
antiapoptotického proteinu Bcl-2 

T24 T24R2 cisplatina zvýšená exprese 
antiapoptotického proteinu Bcl-2 
a enzymatických systémů na bázi 
glutathionu 

UM-UC-3 UM-UC-3R gemcitabin exprese antiapoptotického proteinu 
clusterinu 

RT112 RT112/K1, 
RT112/K2 a 
RT112/CP3 

cisplatina zvýšená 
exprese metalothioneinů 

NTUB1 NTUB1/P cisplatina zvýšená exprese transkripčního 
faktoru C/EPBδ (NF-IL6β), 

T24 T24DDP10 cisplatina zvýšená exprese receptoru pro 
inositoltrifosfát 

KK47 KK47DDp20 cisplatina zvýšená exprese receptoru pro 
inositoltrifosfát 

HT1376 HT1376-CisR cisplatina zvýšená exprese proteinu adversinu 
a annexinu 

pumc-91 pumc91/ADM doxorubicin zvýšená exprese proteinu annexinu 
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Mateřská 
buněčná 
linie 

Dceřiná 
buněčná linie 
– rezistentní 

Rezistence  Molekulární mechanismus 
rezistence 

BFTC-905 BFTC-905-
DOXO-II 

doxorubicin aktivace exprese souboru 
genů kódujících enzymy 
mevalonátové syntetické 
dráhy 

 
Relativně častý mechanismus rezistence spočívá nadměrné expresi membránového 

ABC trasportéru podkupiny B, konkrétně proteinu ABCB1. Jeho zvýšená exprese se 
v nádorových buňkách vyvíjí zejména jako specifická substrátová odpověď na vinka 
alkaloidy, taxany či antracykliny, avšak existují důkazy, že může být přenašeč v buňce 
upregulován také jako součást stresové odpovědi na další toxické látky (např. gemcitabin 
či cisplatinu) [39, 40].  

Některé z rezistentních buněčných linií vykazují však zároveň tzv. zkříženou 
rezistenci na celou řadu aplikovaných cytostatik a mohou tak sloužit jako model 
multilékové rezistence. Nejvýrazněji byla tato vlastnost pozorována u sublinií primárně 
rezistentních na gemcitabin a cisplatinu, které byly odvozeny od vysoce pokročilého 
karcinomu močového měchýře. Velmi často se u buněk vyskytovala zkřížená rezistence 
mezi gemcitabinem a  cisplatinou, cisplatinou a karboplatinou, gemcitabinem, 
docetaxelem, paklitaxelem a  larotaxelem [36]. Díky většímu panelu uroteliálních 
nádorových buněčných linií odvozených primárně jako rezistentní na jedno cytostatikum, 
avšak vykazující fenotyp zkřížené rezistence, se například podařilo identifikovat některé 
nové kombinace cytostatik jakožto velmi nadějné kandidáty pro léčbu řady 
chemorezistentních nádorů. Například se zdá, že vinflunin spolu s vinblastinem by mohly 
být v těchto situacích velmi účinné. Kromě toho se ukázalo, že u pacientů, kterým nelze 
z  různých důvodů aplikovat cisplatinu, se nabízí alternativní kombinovaná terapie 
gemcitabinem/oxaliplatinou, která díky odlišnému protinádorovém účinku od ostatních 
platinových derivátů nevykazovala tak výrazou zkříženou rezistenci [41]. Řada 
rezistentních buněčných linií je dostupná v registru Resistant Cancer Cell Line Collecion 
(RCCL), kde je možné pro vybranou buněčnou linii získat informace ohledně citlivosti na 
konkrétní léky v hodnotách IC50 (µM). V současné době jsou zde dostupné údaje pro více 
než 11 typů nádorů včetně karcinomu močového měchýře [42]. 

 

3.7 Modely buněčných kultur a jejich postavení v biologické analýze 
uroteliálního karcinomu 

Odvození chemorezistentních buněčných linií představuje jeden ze speciálních 
příkladů tzv. progresivních sérií buněčných linií. Seznam lidských progresivních 
buněčných sérií uroteliálních karcinomů je uvedený v tabulce 3. Pro odvození 
progresivních sérií buněčných linií zaměřených na studium dalších aspektů tumorigeneze 
lze použít jiné strategie, jako je např. možné z dobře patologicky definovaných nádorů 
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ustanovit permanentní buněčné linie či odvodit tzv. progresivní nádorové buněčné linie, 
tedy sérii více klonálně příbuzných buněčných linií, které odrážejí jednotlivá stádia 
progrese nádorového onemocnění. Jednotlivé strategie odvození progresivních sérií 
nádorových buněčných linií jsou uvedeny na obrázku 6. Porovnáním genetických 
a epigenetických změn mezi jednotlivými buněčnými liniemi progresivní série se pak 
otevírá cesta k pochopení biologie studovaného aspektu nádorové progrese a představuje 
tak v principu nevyčerpatelný zdroj biologického materiálu příslušného nádoru [36].  

 
Obrázek 6 – Různé strategie odvození progresivních 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 odvodit experimentální model progrese, 
např. po xenotransplantaci či in vitro selekci progredujících nádorových buněk) [36, 43, 44]. 

 

Tabulka 3 – Lidské progresívní buněčné série uroteliálních karcinomů [36] 
Název buněčné linie Doplňkové informace Zdroj 
TCC 97-18-1 etablovaná z primárního tumoru [45] 
TCC 97-21-M  odvozená z biopsie metastatického ložiska [45] 
 
BFTC-905 málo transformovaná [46] 
BFTC-905-DM vysoce klonogenní [46] 
 

T24 jedna z prvních buněčných linií močového měchýře [47] 
T24T schopná růst v polotekutých substrátech [48] 
T24M odvozená z biopsie metastatického ložiska [47] 
 

RT112 doxorubicin senzitivní [49] 
RT112x celá řada spontánních variant buněčných linií [49] 

A

B 
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3.8 Molekulární biologie uroteliální tumorigeneze 

Karcinogeneze je vícestupňový proces vyznačující se akumulací mnoha 
molekulárních změn, které pak udělují buňce různé biologické schopnosti např. ztrátu 
kontroly buněčného cyklu, necitlivost na protirůstové signály, poruchu apoptózy, 
genetickou nestabilitu, neomezený replikační potenciál či schopnost invaze [50].  

Uroteliální nádory mohou vznikat na základě dvou samostatných a z větší části 
nezávislých molekulárních drah (tzv. Dual Track Concept). Papilární nádory předchází 
hyperplazie urotelu, zatímco svalově invazivní nádory se vyvíjí většinou z dysplastických 
lézí, které následně přecházejí v karcinom in situ. Přibližně u 15% případů se mohou tyto 
dráhy zkřížit, což se pak následně odráží v progresi povrchového papilárního nádoru 
směrem k vysoce invazivnímu fenotypu [51]. Z obrázku 7 je patrné, že molekulární 
biologie obou typů nádorů je také značně odlišná. Podobně jako je tomu u karcinomu prsu 
lze i svalově invazivní karcinomy močového měchýře ještě rozdělit na více tzv. 
molekulárních subtypů (bazální MIBC, luminální MIBC, „p53-like“, aj.), které se 
vyznačují typickým a specifickým expresním genovým profilem. Pacienti, jejichž tumory 
vykazují pozitivní expresi na keratiny CK5 a CK14, kmenové markery (CD44), MYC, 
bazální epiteliální transkripční faktor ΔNp63α či proteiny zapojené v procesu epiteliálně-
mezenchymální tranzice, měli horší prognózu s kratší dobou celkového přežití. Tyto 
bazální typy nádorů jsou podstatně agresivnější a  u  pacientů, u nichž nebyla nasazena 
neoadjuvantní chemoterapie, měl nádor tendenci k rychlejší progresi. U luminálních 
nádorů karcinomu prsu i karcinomu močového měchýře hrají klíčovou roli zejména dva 
transkripční faktory, ESR a TRIM24. Kromě toho významná část luminálních nádorů 
vykazuje také mutaci v genech FGFR3, ERBB2 či ERBB3. Jeden z dalších podtypů nádorů 
– „p53-like“ je charakterizovaný vysokou infiltrací stromálních buněk, zejména nádorově 
asociovaných fibroblastů. Tyto nádory obohacené o  extracelulární matrix produkovanou 
nádorovým stromatem vykazovaly velmi slabou expresi genů, které podporují postup 
buněk do pozdních fází buněčného cyklu a měly tendenci být chemorezistentní [52]. 
Tabulka 4 shrnuje základní exprimované markery u molekulárních subtypů svalově 
invazívních nádorů močového měchýře. 

 

Tabulka 4 – Exprese markerů u molekulárních subtypů svalově invazívních nádorů 
močovéhoměchýře [8] 

Bazální typ Luminální typ  
CD44 EGFR CK6B CK20 FGFR3 
P-cadherin CK14 CK6C CD24 PPAR-ƴ 
CK5 CK6A CK16 FOXA1 GATA3 
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Obrázek 7 – Současný model vývoje a progrese různých typů uroteliálního karcinomu a klíčových 

genů mutovaných v jednotlivých stadiích [8, 53–57] 

 

Strukturální chromozomální aberace 
 

Strukturální chromozomální aberace představují změny v počtu kopií různých 
genetických regionů a u uroteliálních nádorů se objevují relativně často. Nejhojněji 
pozorované chromozomální aberace byly identifikovány na chromozomech 
1, 5  (amplifikace 5p12), 6 (amplifikace 6p22 – SOX4, ID4, E2F aj.), 7 (amplifikace 7p12 
– EGFR1, amplifikace 7q11 – EGFR2), 8 (ztráta p raménka, zisk q raménka, amplifikace 
regionu 8p12), 9 (delece 9p21 – INK4A/ARF, 9q22, 9q32-33, 9q34), 10, 11 (amplifikace 
11q13 – gen pro cyklin D1), 12 (amplifikace 12q14 – MDM2) či 13 (delece – pRb). 
Nejčastější strukturální chromozomální anomálií je delece v oblasti krátkého raménka 
chromozomu 9 (konkrétně 9p21), která je nalézána jak u povrchových nádorů, tak 
i  u  převážné většiny nádorů svalově invadujících a představuje tak pravděpodobně jednu 
z prvních mutací celé tumorigenní dráhy. Významná je rovněž delece na krátkém raménku 
chromozomu 17 postihující tumor supresorový gen pro protein p53 nebo amplifikace 
regionu 17q11.  
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Genové mutace 

Genové mutace jsou u papilárních typů tumorů nejčastěji nacházeny v systému 
receptorů fibroblastových růstových faktorů, především FGFR3 či onkogenech rodiny 
RAS, zatímco u invazivních typů převažuje mutační vyřazení klasického tumorového 
supresoru TP53, nadměrná exprese genu APOBEC-3 nebo dalších klíčových genů 

kódujících součásti komplexních enzymatických systémů organizace a remodelace 
chromatinu (např. ARID1A, MLL, EP300 a KDM6A) [50, 53, 58]. Inaktivační mutace 
v  genu kódující demetylázu KDM6A jsou běžné u svalově neinvazivního typu nádoru, 
zatímco inaktivační mutace metyltransferázy MLL2 jsou pozorovatelné u svalově 
invazivního typu [8, 24, 59]. Tabulka 5 shrnuje nejčastěji mutované geny u invazivního 
typu karcinomu močového měchýře.  

Tabulka 5 – Frekvence mutací u vybraných genů invazivního typu karcinomu močového měchýře 
[54, 59] 

Gen Frekvence mutací (%) Gen Frekvence mutací (%) 

TP53 41 RB1 15 

KDM6A 28 FGFR3 13 

ARID1A  22 HRAS 8 

PIK3CA 18 PTEN 4 

 

Epigenetické změny 
 

U karcinomu močového měchýře se také významně uplatňují epigenetické změny 
DNA či modifikace chromatinu. Catto et al. publikovali studii, která ukázala, že 
hypermetylace promotorů vybraných genů (RASSF1a, CDH1, TNFSR25, EDNRB a APC) 
je spojena s horší progresí a vyšší mortalitou [55]. Hypermetylace genu PAX6 byla 
detekována u pacientů, u  kterých ve většině případů došlo k relapsu onemocnění, zatímco 
metylace genů NSH6 a  THBS-1 se ukázala jako možný prognostický marker nádorové 
progrese [4, 5]. Frekvence metylace u vybraných genů karcinomu močového měchýře je 
uvedena v tabulce 6.  

 

Tabulka 6 – Frekvence metylace u vybraných genů karcinomu močového měchýře [5] 

Gen Frekvence metylace (%) Gen Frekvence metylace (%) 
CDH1 36 FHIT 16 

RASSF1a 35 
retinoid acid receptor 

β 15 

CDH13 29 p16INK4A 7 

SFRP1 29 
death-associated 

kinase 4 
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Vedle genů kódujících prozeiny byla u karcinomu močového měchýře nalazena celá 
řada mikroRNA, jejichž hladina exprese je v nádorech signifikantně změněna ve srovnání 
s normální tkání. Tyto miRNA by mohly pomoci při včasné detekci progrese, recidivy či 
dokonce mikroRNA molekula by mohla být užitečným terapeutickým cílem při léčbě 
nádoru samotného. U uroteliálního karcinomu bylo v literatuře popsáno více než 
76  různých miR, z nichž je v posledních době nejčastěji studováno šest (miR-21, miR-
143, miR-155, miR-200, miR-214 a miR-222). Konkrétní miRNA jsou uvedeny v tabulce 
7. Vysoké exprese miR-21, miR-143, miR-155 a miR-222 a naopak nízké hladiny miR-200 
a mir-214 byly spojeny s výrazně horší prognózou. Nedávná studie publikovná kolektivem 
Juráček et al. identifikovala na základě analýzy celého genomu další tři miRNA (miR-31-
5p, miR-93-5p a miR-191-5p), jejichž hladiny se významně lišily v porovnání mezi 
skupinou pacientů trpících karcinomem močového měchýře a zdravými jedinci. V moči 
pacientů byly nalezeny výrazně vyšší koncentrace těchto miRNA. Stanovením 
diagnostického skóre (DxScore) se dokonce ukázalo, že by bylo na základě stanovení 
miRNA možné odlišit nádory invazivní od neinvazivních [60].  
MikroRNA jsou tedy potenciálními biomarkery, které lze stanovit z tkáně, moče nebo 
krve. Vysoká stabilita miRNA v moči a relativně jednoduchá analýza tak představuje 
slibný a neinvazivní přístup vhodný jak pro včasnou diagnostiku, tak i pro sledování 
vývoje urologických malignit [61–65].  

Tabulka 7 – Nejčastěji studované miRNA u karcinomu močového měchýře [61–63, 65] 

mikroRNA Role v karcinogenzi Mechanismus 
miR-21 protoonkogen VEGFC signalizace 
miR-143 tumor-supresor PI3K/AKT a MAPK signalizace 
miR-155 protoonkogen Wnt/β catenin signalizace 
miR-200 tumor-supresor Inhibice epiteliálně-mezenchymální 

tranzice, (miRNA-200c – inhibice 
laktátdehyrogenázy A) 

miR-214 tumor-supresor Snížení aktivity PDGR1 
miR-222 protoonkogen Snížení aktivity PTEN 

 
3.8.1 Molekulární genetika papilárních tumorů močového měchýře  

FGFR3 dráha 
 

U více než 70% neinvazivních papilárních karcinomů močového měchýře (stádium 
Ta) se vyskytuje mutace v systému receptorů fibroblastových růstových faktorů, především 
v genu pro receptor FGFR3. Tento transmembránový protein se skládá ze tří domén – 
extracelulární, transmembránové a cytoplazmatické tyrosinkinázové [66]. Reakcí 
extracelulární části receptoru s růstovými faktory dochází k iniciaci kaskády signálů, které 
v konečném důsledku ovlivňují buněčný růst, diferenciaci, migraci a angiogenezi. 
Nejčastější mutace se vyskytují v exonu 7 (50 – 80 % všech mutací genu FGFR3), mutace 



 

41 

v exonu 10 kódujícím transmembránovou doménu se nacházejí v 15 – 40 % a ty, které 
postihují tyrosinkinázovou část, činí 5 – 10 % (exon 15). Mutace nejčastěji způsobí 
zařazení chybného cysteinu, dimerizaci a následnou fosforylaci, což vede i v nepřítomnosti 
ligandu ke konstitutivní aktivaci receptoru. Stálá aktivace receptoru uděluje sice 
nádorovým buňkám růstovou výhodu, ale současně jsou zachovány regulace buněčného 
cyklu a mechanizmy apoptózy. Tento fakt může vysvětlit rozdíly mezi indolentní 
a  agresivní formou, kde současná mutace v genech FGFR3 a TP53 způsobující narušení 
apoptózy pak velmi výrazně zhoršuje celkovou prognózu [5, 53].  

 

RAS geny 
 

Důležité produkty RAS onkogenů hrají ústřední roli zejména v proliferaci, 
diferenciaci nebo buněčné smrti a patří do tzv. superrodiny guanosin-5’-trifosfatáz 
(GTPáz), neboli G proteinů, které fungují jako molekulární přepínače mezi receptorovými 
a  nereceptorovými tyrozinkinázámi přenášejícími signál do cytoplazmy. V lidských 
buňkách existují tři potenciálně onkogenní RAS geny, které kódují vysoce příbuzné 
proteiny Ha-RAS, N-RAS a K-RAS [67]. Ras proteiny spouštějí celou řadu signálních 
drah, z nichž nejintenzivněji studované molekulární dráhy u karcinomu močového 
měchýře jsou mitogen aktivovaná protein-kinázová signální dráha (MAPK – mitogen-
activated protein kinase) a PI3K/AKT/PTEN kaskáda [5, 55, 58, 68, 69]. 
Obrázek 8 schématicky ukazuje možný patobiologický vznik papilárních nádorů 
močového měchýře.  

 

 
Obrázek 8 – Molekulární genetika papilárních nádorů močového měchýře [5, 55, 58, 68, 69] 

  



 

42 

3.8.2 Molekulární genetika invazivních typů tumorů močového měchýře 

P53 dráha 
 

Nukleární transkripční fosfoprotein p53 byl objeven již v roce 1979. Hlavní funkcí je 
regulace buněčného cyklu, oprav DNA a apoptózy. Gen TP53 je lokalizován na krátkém 
raménku chromozomu 17 (17p13.1) a obsahuje 11 exonů a 10 intronů [70]. Díky 
alternativnímu sestřihu TP53 mohou vzniknout N-koncové a C-koncové izoformy 
proteinu, prostřednictvím alternativních promotorů uvnitř genu mohou vznikat další 
varianty proteinu p53 [71]. 

Mezi hlavní geny, které byly identifikovány jako cílové pro p53 patří p21WAF1/CIP1 

(funkce proteinu: zastavení buněčného cyklu v G1 fázi), MDM2 (funkce proteinu: tvorba 
komplexu s p53, jeho ubiquitinace a následná degradace v proteozomu), GADD45 (funkce 
proteinu: zabraňuje vstupu do M fáze buněčného cyklu), BAX (funkce proteinu: regulace 
apoptózy), IGF-BP3 (funkce proteinu: antimitotická), 14-3-3σ (funkce proteinu: zabraňuje 
přechodu do M fáze), TSP1 (funkce proteinu: inhibice angiogeneze) aj.  

Alterace tumor-supresorového genu TP53 hraje klíčovou roli u mnoha nádorů včetně 
tumorů močového měchýře. Mnoho studií ukazuje, že mutace v genu jsou spojeny 
s invazivnějším chováním, vyšší pravděpodobností výskytu recidivy a nepříznivého 
výsledku systémové léčby [53]. Nejčastější změny v genu u nádorů močového měchýře 
byly nalezeny mezi exony 4 a 9 (97 %), ze 72,5 % se jedná o mutace bodové typu missense 
mutation, v 12,2% způsobí mutaci ztráty smyslu (nonsense mutation) [72]. Velké množství 
mutací narušujících funkci p53 bylo nalezeno zejména ve vazebné doméně DNA. Tyto 
mutace neumožňují vazbu proteinu na DNA a tím následnou regulaci cílových genů [73]. 
Kromě toho se může mutantní protein dokonce vázat na zcela funkční protein p53, a tím 
zablokovat či modifikovat jeho transkripční funkci [53]. V důsledku toho se může 
z důležitého nádorového supresoru stát nežádoucí onkogen. Mutovaný p53 nejen, že ztrácí 
své supresorové vlastnosti, ale dochází ke změně jeho transaktivační schopnosti a získá tak 
možnost aktivovat geny jako jsou MDR1 (multidrug resistance), MYC, EGFR (epidermal 
growth factor receptor), VEGF (vascular endothelial growth factor), které naopak přispívají 
k nádorovému bujení. Nádory s „gain of function“ mutací p53 jsou pak odolnější 
k  chemoterapii či radioterapii dokonce více než nádory, kterým protein p53 zcela chybí 
[74, 75]. Molekulární genetika invazívních nádorů karcinomu močového měchýře je 
schématicky navržena na obrázku 9.  
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Obrázek 9 – Molekulární genetika invazívních nádorů karcinomu močového měchýře [55, 58, 68, 

76]  

Rb dráha 
 

Retinoblastomový protein RB protein je nádorový supresor, který hraje roli 
v širokém spektru buněčných dějů, z nichž nejvýznamnějším je regulace buněčného cyklu 
při průchodu z G1 do S fáze. Komplexy CDK6/Cyklin D a CDK2/Cyklin E fosforylují 
pRB a tím dojde k uvolnění transkripčního faktoru E2F. Volný E2F pak aktivuje 
transkripci genů, které jsou nutné pro přechod z G1 do S fáze a replikaci DNA. Inhibitor 
komplexu CDK4/Cyklin D – protein p16 – lokalizovaný na lokusu INK4A/ARF blokuje 
fosforylaci Rb a hraje významnou roli nádorového supresoru. Vyšší exprese E2F proteinů 
se nachází relativně běžně u karcinomu močového měchýře. Zejména zvýšená exprese 
faktoru E2F3 v důsledku amplifikace genu je spojena s výskytem invazivních forem. 
Naproti tomu vyšší exprese cyklinu D1 se vyskytuje spíše u nižších stádií papilárního typu 
[5, 77].  

 

PTEN 
 

Tumor-supresorový gen PTEN (phosphatase and tensin homology) se skládá 
z 9 exonů a je lokalizován na chromozomu 10q23.3. Tento region podléhá ztrátě 
heterozygozity u  20 – 30 % karcinomů. Cytoplazmatický protein PTEN se skládá ze 
403 aminokyselin (55 kDa) a má fosfatázovou aktivitu na lipidových substrátech. Ztráta 
funkce vede k proliferaci buňky a úniku z kontrolních mechanizmů vedoucích k apoptóze 
[5]. Protein působí jako negativní regulátor PI3K dráhy. V tabulce 5 je ukázáno, že gen 
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PTEN je sice relativně zřídka mutován, ale snížená exprese byla popsána u 42 % 
neinvazivních a 94 % pokročilých forem tumorů močového měchýře [54]. 

 

3.9 Mikroprostředí nádoru 

Solidní nádory jsou tvořeny dvěma úzce provázanými a společně se vyvíjejícími 
součástmi – populací vlastních nádorových buněk (parenchymem) a stromatem, jenž má na 
nádorový proces a jeho biologické vlastnosti zcela zásadní vliv. Nádorové stroma je 
tvořeno kromě nenádorových buněk (endotelie, nádorově asociované fibroblasty) a buňky 
imunitního systému také extracelulární matrix.  

 

3.9.1 Základní charakteristiky extracelulárního prostředí nádorů 

Mikroprostředí nádoru je charakterizováno nízkým obsahem kyslíku tzv. hypoxií, 
extracelulární acidózou a deprivací živin a energie. Průměrné hodnoty parciálního tlaku 
kyslíku v maligních nádorech se pohybují mezi pO2 = 23 – 28 mmHg, zatímco v normální 
tkáni je množství kyslíku více než dvojnásobné (54 – 65 mmHg). Dokonce i v rámci 
jednoho nádoru existuje vysoká variabilita stupně hypoxie a hypoxické regiony obsahují 
buňky, které oproti ostatním buňkám v nádoru rostou výrazně pomaleji [78]. V důsledku 
hypoxie (méně než 2 % kyslíku) dochází k indukci genů, které jsou v normální tkáni 
nedetekovatelné. Jedná se zejména o geny podporující anaerobní metabolismus 
a  angiogenezi. Nejvýznamnějším transkripčním faktorem zodpovědným za aktivaci 
hypoxických genů je bezesporu heterodimerický protein hypoxií indukovaný transkripční 
faktor 1 (HIF-1) složený z podjednotek HIF-1α a HIF-1β [79], jehož jaderná lokalizace 
byla nalezena u více než 57 % karcinomů močového měchýře. Prokázal se také jasný vztah 
mezi expresí faktoru a stupněm diferencovanosti nádoru, kdy málo diferencované 
uroteliální karcinomy vykazovaly vyšší pozitivitu na HIF-1, což z něj vytváří možný 
prediktivní marker progrese zejména pro svalově infiltrující karcinomy močového měchýře 
[80]. Aktivace HIF má v nádoru komplexní důsledky, které se odvíjejí od jím 
aktivovaných genů a které shrnuje tabulka 8.  

 
Tabulka 8 – Účinky HIF-1 u svalově infiltrujících karcinomů močového měchýře [80] 

Zvýšení exprese genu HIF či zvýšení jeho aktivity  
   Metabolická adaptace (LUT1, GLUT3, ALDA, GADPH, LDHA) 
   Angiogeneze (VEGF, VEGFR2, ENG) 
   Resistence k apoptóze (IGF2, ADM, NOS2) 
   Faktory invaze a metastazování (AMF, VIM, MMP2, CK18) 
   Léková rezistence (MDR1) 
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Díky nedostatečnému zásobení kyslíkem jsou nádorové buňky nucené pro pokrytí 
svých energetických potřeb zvýšit intenzitu glykolýzy. Tento způsob získávání ATP má za 
následek zvyšování produkce H+ iontů a následnou acidifikaci celého extracelulárního 
prostředí nádoru [81]. Důležitou roli při vzniku acidózy hraje také CO2 (konverzí na 
hydrouhličitan se uvolňuje proton), hydrolýza ATP či větší schopnost pumpovat protony 
do extracelulárních prostor. Průměrná hodnota pHe v extracelulární tekutině normální 
tkáně se pohybuje kolem hodnoty 7,4 (hodnota pHi v intracelulárním prostoru kolem 7,1), 
zatímco pro nádory se uvádí průměrná hodnota pHe extracelulárního prostoru okolo 6,8 
a  pHi v rozmezí 7,0 – 7,4 [82, 83]. Existuje mnoho studií, které dokládají, že acidóza 
okolního prostředí velmi úzce souvisí s rezistencí nádorových buněk k používaným 
chemoterapeutikům a může dokonce indukovat epiteliálně mezenchymální tranzici [84, 
85]. U některých typů nádorů (močového měchýře, ledviny, žaludku) vykazuje 
extracelulární prostředí ještě extrémnější hodnoty pHe. Při intravenózní léčbě karcinomu 
močového měchýře běžně užívanými slabě bazickými chemoterapeutiky (např. vinblastin, 
doxorubicin) byla prokázána až 10násobná resorpce léku z moči při současném užití látek 
zvyšujících pH (hydrogenuhličitan sodný, acetazolamid). Hodnota pH moče se zvýšila 
zhruba o dvě jednotky pH, v krvi o 0,5 jednotky pH a lze tedy předpokládat lepší distribuci 
léku v cílových tkáních [84].  

Dalším specifickým rysem mikroprostředí je glukózový deficit, kdy podle některých 
publikací klesá koncentrace glukózy na hodnoty několikanásobně nižší. Příčinou poklesu 
je nedostatečné prokrvení nádorové masy a velmi často také metabolismus jednoduchých 
cukrů [83]. Existují ale i zcela opačné studie, které tvrdí, že gradient koncentrace glukózy 
se ve vzdálenosti od bazální membrány mění jen minimálně a  glukóza tak nemůže být 
limitující faktor v průběhu karcinogeneze [86]. Zvýšená spotřeba glukózy má také přímou 
souvislost s hypoxií, neboť některé důležité enzymy pro glykolýzu jsou regulovány 
transkripčním faktorem HIF-1. Výsledem rychlé spotřeby glukózy je nadměrné hromadění 
laktátu, okyselení celkového nádorového mikroprostředí a vytvoření takových podmínek, 
které podporují agresivní chování nádoru a jeho expanzi a omezují tak možný léčebný 
zásah [83].  

 

3.9.2 Základní charakteristiky buněk nádorového stromatu 

V nádorovém prostředí se nalézá velmi heterogenní buněčná populace, která se 
skládá z transformovaných rakovinných buněk, buněk infitrujících a z buněk podporující 
nádor. Mezi takové nenádorové buněčné komponenty patří například s nádorem 
asociované fibroblasty, mezenchymální kmenové buňky (MSC), endotelové buňky, 
pericyty a hladké svalové buňky cév, adipocyty nebo buňky imunitního systému (nádor 
infiltrující T-lymfocyty, nádorově asociované makrofágy – TAM). Bylo prokázáno, že 
téměř všechny výše uvedené buněčné komponenty bývají menší či větší měrou 
deregulované a v důsledku toho mohou v různé míře podporovat, umožňovat, či dokonce 
indukovat přežití a růst vlastních nádorových buněk [87–89]. 
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Stěžejní součástí nádorového stromatu jsou nádorově asociované fibroblasty, které 
v normální tkáni hojně produkují složky extracelulární matrix, především kolagen typu I, 
III, V a fibronektin. Obrázek 10 dokládá, že nádory močového měchýře, které jsou na 
stromální buňky poměrně bohaté, se v současné době ukazují jako jednoznačně nepříznivé 
pro prognózu a progresi onemocnění. [88].  

 

 
Obrázek 10 – Histologický preparát ukazuje, že nádory močového měchýře jsou velmi bohaté na 
stromální fibroblasty (klasifikace nádoru: pT1 a pTis cNXcM0 GII, značení: PDGFR-β), zvětšeno 

4x [90] 
 

3.9.3 Nádorově asociované fibroblasty 

Termínu nádorově asociované fibroblasty se využívá k popisu buněk, které se 
morfologicky a funkčně odlišují od nenádorových fibroblastů. Jsou to buňky, které 
vykazují zvýšenou proliferační aktivitu a hojnější sekreci proteinů alterované 
extracelulární matrix (kolagen typ I, tenascin, EDA – fibronectin či SPARC). Obsahují 
velké oválné euchromatické jádro s jedním nebo dvěma jadérky a jejich stresová 
kontraktilní vlákna zůstávají nepřetržitě aktivována. Exprimují celou řadu aktivačních 
znaků (αSMA a γSMA, paladin, vimentin, endosialin, podoplanin, FSP1, FAP, CD90, 
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PDGFRβ) [91, 92]. Jejich původ je předmětem celé řady hypotéz, které zahrnují možnosti 
genetické alterace normálních tkáňových fibroblastů procesem mezenchymálně-
mezenchymální tranzice nebo jiných přítomných mezenchymálních buněk (např. 
adipocytů, pericytů), epiteliálně-mezenchymální přeměny místních epitelových či 
nádorových buněk, migrace a následné aktivace mezenchymálních kmenových buněk či 
přeměnou endoteliálních buněk pomocí endoteliálně-mezechymální tranzice [93, 94].  

 

 
Obrázek 11 – Možný původ nádorově asociovaných fibroblastů [95] 

 

Nádorové fibroblasty přímo řídí a podporují tumorové epitelové buňky 
prostřednictvím mnoha různých růstových faktorů, hormonů a cytokinů. Hlavními 
mitogeny, které jsou jimi produkovány, jsou HGF, IGF-1, EGF, FSP1, VEGF, PDGF, ale 
také cytokiny SDF-1α či IL-6. TGF-β1 působí autokrinně a je zodpovědný zejména za 
udržení fibrogeneze. Jeho akumulace v nádorovém prostředí aktivuje další růstové faktory 
například VEGF a CTGF, které pak následně podporují nádorovou proliferaci 
a angiogenezi. TGF-β1 působí imunosuresivně, podporuje degradaci extracelulární matrix 
a následnou invazi. Kromě růstových faktorů produkují nádorově asociované fibroblasty 
a také samotné nádorové buňky mnoho prozánětlivých cytokinů jako jsou interleukiny, 
interferony a faktory TNF rodiny. Tvorba cytokinů a chemokinů podporuje infiltraci řady 
imunitních buněk, které pak následně podporují angiogenezi a invazi. Mezi hlavní 
angiogenní faktory patří VEGF, HFG, MMP2 a IL-8 [94, 96]. Nádorově asociované 
makrofágy (TAM) mají zhoršenou schopnost prezentovat antigen a potlačují adaptivní 
imunitní odpověď zprostředkovanou Th1-lymfocyty. Nádorem rekrutované T-lymfocyty 
udržují svou proliferaci i v nepřítomnosti antigenní stimulace a tím silně podporují 
v tumoru stav chronického zánětu a jeho následnou progresi. Kromě toho také nádorově 
asociované fibroblasty přispívají ke zvýšení fibrózy nádoru, což má za následek inhibici 



 

48 

infiltrace T-buněk do nádoru samotného. Exprese ligandů programované smrti (PD-L1 
a  PD-L2) a jejich interakce s receptory na T-buňkách je tak další možnost, jak mohou 
nádorově asociované fibroblasty tlumit imunitní reakci. Pro inhibici samotných NK buněk 
i inhibici jimi produkovaných cytotoxických látek produkují fibroblasty enzym 2,3-
dioxygenázu a tkáňový hormon prostaglandin E2 (PGE2). Stromální buňky jsou tak 
nástrojem pro vytváření jedinečného prostředí chronického zánětu a imunitní tolerance, 
který nádorovým buňkám umožňuje být pozitivně ovlivňován růstovými faktory 
a  současně se vyvarovat imunitního dohledu vylučováním různých cytokinů či chemokinů 
[91].  

Velmi důležitou událostí, která je zlomová pro progresi nádoru do maligního stavu, 
je poškození bazální membrány a šíření nádorových buněk tkáněmi. Tomu mohou opět 
silně pomoci nádorově asociované fibroblasty, které jsou schopny produkovat např. 
aktivátory plazminogenu a několik členů matrixmetaloproteázové rodiny (u karcinomu 
močového měchýře zejména MMP2 a MMP9 detekovatelné i v moči pacienta). Tyto 
enzymy jsou velmi důležité pro nejen pro přímou degradaci extracelulární matrix, která je 
zjevně spojená s expanzí nádoru, invazí (vedoucí přes epiteliálně-mezenchymální tranzici) 
a angiogenezí, ale také podporují imunosupresivní status nádorového prostředí 
enzymatickou aktivací TGF-β a inhibicí receptoru pro IL-2 [94, 96, 97]. Proces degradace 
extracelulární matrix je doprovázen rychlým nárůstem volných radikálů, které indukují 
genomickou nestabilitu v okolních buňkách včetně buněk nádorových. Důsledkem poruchy 
interakce mezi normálními buňkami a extracelulární matrix je spuštění procesu 
programované buněčné smrti zvané anoikis. Nádorové buňky bývají však k tomuto procesu 
díky aktivaci signální kaskády PI3K-AKT značně rezistentní. Nádorově asociované 
fibroblasty mohou prostřednictvím různých faktorů PI3K-AKT dráhu aktivovat a ochránit 
tak nádorové buňky před jinak jistou buněčnou smrtí [91]. Kromě svých schopností 
vylučovat různé podpůrné faktory a ovlivňovat tak celou řadu buněk, mohou nádorově 
asociované fibroblasty působit také jako mutagen, který zvyšuje tumorigenní aktivitu 
nádorových buněk. Jako příklad nám poslouží volné radikály generované právě fibroblasty, 
které pak v hypoxickém prostředí o nízkém pH působí silně mutagenně [94]. Nádorově 
asociované fibroblasty hrají velmi důležitou roli nejen v iniciaci nádoru, ale také během 
jeho progrese a proto není překvapivé, že se jim také přičítá výrazná prognostická hodnota. 
Například pozitivní nález aktivovaných fibroblastů (pozitivních na FAP, αSMA 
a  podoplanin) během histologických barvení často koreluje s velmi špatnou prognózou, 
což z nich činí slibné terapeutické cíle [91].  

Dalším nezávislým rizikovým faktorem přežití u karcinomu močového měchýře je 
transmembránový protein syndecan (SDC1). Přestože se za fyziologických podmínek tento 
protein exprimuje pouze v epitelových buňkách, podle Szarvase et al. byla zvýšená exprese 
syndecanu nalezena také u buněk stromálních. Výsledky studie ukazují, že nádorové buňky 
jsou schopny indukovat expresi SDC1 u stromálních buněk, což zpětně pozitivně 
podporuje jejich nádorovou proliferaci a migraci. Ztráta exprese proteinu v membráně 
nádorových buněk a zároveň zvýšená exprese u stromálních buněk spojená se zvýšenou 
sérovou koncentrací SDC1 u pacientů s progresivním nádorem karcinomu močového 
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měchýře se zdá být nezávislým rizikovým faktorem přežití, který by mohl být nápomocný 
při výběru vhodnější terapie [98]. 

 

3.9.4 Nádorové kmenové buňky 

Model nádorových kmenových buněk je v biologii nádorů poměrně novým 
konceptem a na rozdíl od stochastického modelu, kde každá nádorová buňka má 
tumorigenní potenciál a může tedy tvořit nádory, se opírá o pojem vnitřní hierarchie mezi 
nádorovými buňkami. Na kmenové buňky je nahlíženo jako na nejméně diferencované 
buňky se schopností sebeobnovy, které jsou výrazně podobné zejména dospělým 
kmenovým buňkám. Heterogenity tumoru je pak dosaženo postupnou diferenciací těchto 
nádorových kmenových buněk, které přitom ztrácí svou schopnost sebeobnovy. Kromě 
schopnosti sebeobnovy a  vlastnosti diferenciace disponují nádorové kmenové buňky 
i dalšími výhodnými schopnostmi, zejména schopností sebeobrany a relativně nízkou 
proliferační aktivitou a stávají se tak dlouhotrvajícími a samočinně se rozvíjejícími 
populacemi. Přestože se nádor chová podobně jako kterýkoliv orgán v těle, jeho 
homeostatická regulace je narušena [99, 100]. Zatímco v dospělém organismu dochází 
k buněčné homeostáze, na které se podílí tři základní geneticky podmíněné děje 
(proliferace buněk, programovaná buněčná smrt a  terminální diferenciace buněk), při 
nádorové transformaci dochází k jejímu narušení. To se může projevit tak, že buňky získají 
výhodu neomezeného replikačního potenciálu, jsou soběstačné na růstové faktory nebo 
necitlivé vůči signálům regulující růst, mohou mít inaktivovanou apopotózu popřípadě 
získají schopnost migrovat a metastazovat [101]. Tyto vlastnosti mají důležité klinické 
důsledky, neboť jsou spojeny s terapeutickou rezistencí. Klasická chemoterapie 
a radioterapie u pomaleji dělících se buněk způsobuje menší poškození v DNA a navíc 
kmenové nádorové buňky vykazují vyšší hladiny proteinových efluxních transportérů (P-
glykoproteiny či ABC transportéry) nebo enzymů důležitých pro metabolismus terapeutik 
(ALDH) [102]. 

 

Kmenové buňky v normálním urotelu 
 

Uroteliální kmenové buňky jsou obvykle v klidovém (quiescentním) stavu a mohou 
proliferovat a rekonstruovat tkáň zejména v době, kdy je sliznice poškozena. Tkáň 
močového měchýře zahrnuje několik typů kmenových buněk – uroteliální, 
mezenchymální, mezenchymální buňky z kostní dřeně či kmenové buňky tukové tkáně 
[102]. 

Tradiční pohled na biologii kmenových buněk u uroteliálního karcinomu vychází 
z předpokladu, že kmenové buňky jsou umístěny ve vrstvě bazálních buněk [103]. 
Nedávné studie však ukazují alternativní hypotézu, že děštníkové buňky se regenerují 
vlastním fondem progenitorových buněk, které se nacházejí v intermediární vrstvě, 
zatímco bazální vrstvu regenerují výhradně buňky nalézající se ve vrstvě bazální [104]. 
Papafotiou et al. ukázali, že mezi CK5+ bazálními buňkami existuje malá podskupina 
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buněk, která je současně pozitivní i na CK14. Množství těchto CK14+ buněk vrcholí 
postnatálně a v průběhu dospívání jejich počet výrazně klesá (30 % CK14+ po narození, 
0,5 % CK14+ v 1 roce života myši). Pomocí studií na transgenních myších in vivo 
a  klonogenních experimentů in vitro se ukázalo, že se tyto buňky podílejí jak na přirozené 
regeneraci, tak i na obnově všech vrstev močového měchýře indukované poraněním. Dříve 
popsané kmenové buňky intermediárních vrstev odpovídají nejspíše progenitorovým 
buňkám, které se uplatňují spíše pro regeneraci mírně poškozené či nepoškozené nebo 
stárnoucí sliznice močového měchýře [8, 105, 106]. 

 

Nádorové kmenové buňky a jejich heterogenita u karcinomu močového měchýře 
 
Uroteliální nádorové kmenové buňky jsou subpopulací buněk, které jsou schopny 

iniciace nádoru, sebeobnovy a diferenciace do diferencovaných buněk. Nemusí být nutně 
odvozeny od normálních kmenových buněk, mohou pocházet z diferencovaných buněk, 
které získaly tumorigenní vlastnosti prostřednictvím genetické či epigenetické aberace 
[107]. Dva nezávislé myší modely přesvědčivě ukázaly, že pro svalově invazivní nádor je 
iniciační buňkou nádoru bazální buňka, tedy pravděpodobně normální kmenová buňka, 
zatímco koncepčně velmi podobný výzkum identifikoval pro svalově neinvazivní typ jako 
pravděpodobnou iniciační buňku intermediární [8, 104, 108].  

Jedním z prvních markerů pro nádorové kmenové buňky u karcinomu močového 
měchýře byla molekula membránového antigenu CD44. Ukázalo se však, že je použitelný 
pouze pro zlomek nádorů, u některých neinvazivních typů byl exprimován téměř všemi 
bazálními buňkami, naopak jindy nebyl exprimován vůbec. Subpopulace nádorových 
kmenových buněk CD44+ vykazovaly různé varianty aktivací onkogenů, které jsou 
zapojeny do sebeobnovovacího procesu (např. CTNNB1 (β-catenin), BMI1, STAT3, GLI1, 

Sonic Hedgehog aj.), což dokládá značnou heterogenitu v molekulárním mechanizmu 
udržení kmenového fenotypu buněk. [102, 109].  

Heterogenita kmenových buněk se dále rozšiřuje v souvislosti s nedávnou 
charakterizací vnitřních podtypů jak u invazivního tak i u neinvazivního typu nádoru. 
Bazální invazivní typy vykazují hojnou expresi kmenových markerů CD44, P-cadherinu, 
CK5 a CK14 [110], zatímco luminální nádory pocházející ze svalově neinvazivních typů 
exprimují zejména ALDH1A1, ALDH1A2, CD133, CD90 a  nestin [111]. Unikátní 
mechanismus udržení kmenového fenotypu se vyskytuje u karcinomu in situ, jehož 
kmenové buňky jsou závislé na Sonic Hedgehog signalizaci. Tato signální molekula hraje 
roli při regeneraci normálního urotelu v odpovědi na jeho chemické či mikrobiologické 
poškození. Akceptorem tohoto signálu jsou suburoteliální stromální fibroblasty. Příjem 
signálu mezenchymální buňkou způsobí velmi rychlou koordinovanou expresi směrem 
k  urotelu jak mitogenních (WNT2, WNT4, FGF16) tak i diferenciaci podporujících 
(BMP4, BMP5) faktorů, které jsou namířeny zpět do urotelu [103, 112]. Hedgehog dráha 
je také aktivována například chronickou expozicí arsenu, což je jedním z dobře známých 
karcinogenů urotelu [8, 113]. Problematika heterogenity nádorových kmenových buněk se 
tak stává velmi složitou, protože nádorové kmenové buňky jsou vždy úzce spojeny 
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s konkrétním typem nádoru a stádiem jeho progrese a rovněž metodikou jejich studia 
a  použitím experimentálních modelů. Možnosti studia nádorových kmenových buněk jsou 
uvedeny v tabulce 9. 

 

Tabulka 9 Metody studia kmenových buněk u karcinomu močového měchýře 
 

Metoda studia  Marker nádorových 
kmenových buněk 

Nádorový buněčný 
typ/ nádorová 
buněčná linie 

Zdroj 

In vitro klonogenní 
test 

EMA−, CD44v6+ lidské primární buňky 
z nádoru 

[114] 

In vitro klonogenní 
test, in vivo model 
athymické nahé myši 

Side population 
(DyeCycle violet 
staining) 

SW780 [115] 

In vitro klonogenní 
test 

Side population 
(Hoechst 33342) 

T24 [116] 

In vitro klonogenní 
test, in vivo model 
athymické nahé myši 

67LaR+, CEACAM6−, 
CK17+ 

SW780, lidské 
primární buňky 
z  nádoru 

[117] 

In vitro klonogenní 
test, in vivo Rag2-/-γc-/-

myší model 

CD44+, CK5+, CK20− lidské primární buňky 
z nádoru, myší 
primární buňky 
z  nádoru  

[118] 

In vitro klonogenní 
test, in vivo model 
athymické nahé myši  

ALDH1A1 (enzym 
aldehyddehydrogenáza) 

RT4, 5637, T24 [119] 

In vivo model 
imunodeficientní myši  

CD90+/CK14+ lidské primární buňky 
z nádoru, myší 
primární buňky 
z  nádoru 

[120] 

In vivo model 
imunodeficientní myši  

Koexprese CD44/CD47 
(FC) 

lidské primární buňky 
z nádoru, myší 
primární buňky 
z  nádoru  

[121] 

In vitro klonogenní 
test, in vivo model 
athymické nahé myši 

SOX-2 UM-UC-3, As3O2
- 

transformovaný urotel 
[122, 
123] 

Transgenní myš Shh-

CreERT2 
Sonic Hedgehog myší model [104, 

124] 

Transgenní myš Krt 5-

CreERT2 
CK5 myší model [105, 

125, 126] 
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3.9.5 Komplexní mechanizmy chemorezistence ovlivněné mikroprostředím 

Na chemorezistenci se výrazně podílí složení a uspořádání mikroprostředí 
a stromální komponenty, které tak přispívají k výraznému gradientu v koncentraci léků. To 
se velmi dobře ukazuje při 3D buněčných kultivacích, kdy jsou buňky k aplikovaným 
cytostatikům mnohem odolnější než v klasickém 2D uspořádání, kde buňky rostou 
přichycené na kultivačním plastu [127]. Také jen samotná přítomnost stromálních buněk 
(fibroblastů, makrofágů, dendritických buněk aj.) ovlivňuje chemorezistenci nádoru [128]. 
Buněčné modely založené na společné kokultivaci stromálních a nádorových buněk jasně 
ukazují, že stromální buňky silně ovlivňují jak lékovou rezistenci, tak i aktivují růst 
nádorových buněk, podporují motilitu a schopnost invazivity a modulují metabolické 
a imunitní odpovědi nádoru. Imunitní buňky vytvářejí selekční tlak na nádorové buňky 
a  tím zvyšují u  přežívajících nádorových buněk terapeutickou rezistenci, což velmi 
zhoršuje efekt podávané léčby. 

Kromě koncentračního gradientu přispívá k chemorezistenci nádorových buněk také 
zvýšený mezibuněčný tlak okolních kapalin nebo metabolické změny buněk. Slabě kyselé 
pH v okolí solidních nádorů snižuje průnik některerých bazických chemoterapeutik difuzí 
přes cytoplazmatickou membránu [37, 129]. U nádorových buněk bývá také alterována 
exprese β1-integrinu, kdy ve většině solidních nádorů dochází k potlačení exprese, buňky 
pak jsou nezávislé na pevném ukotvení, což přispívá nejen ke zvýšené schopnosti motility 
buněk, ale také vyšší rezistenci k apoptóze a k chemorezistenci [37]. Jedním z hlavních 
znaků nádorového mikroprostředí je hypoxie, která je způsobena nerovnováhou mezi 
příjmem a  spotřebou kyslíku. Přítomnost hypoxie je spojována s rezistencí k radioterapii 
a  chemoterapii, vyšším nádorovým potenciálem buněk, a tím přispívá k horší prognóze 
onemocnění. Hlavními regulátory buněčné adaptace k nedostatku kyslíku jsou transkripční 
faktory HIF [130]. Preklinické studie potvrdily, že terapie, které cílí na HIF, mohou 
pomoci při překonání chemorezistence [131, 132].  

Účinek mnoha protinádorových léčiv je založen na aktivaci programované buněčné 
smrti. Nádorové buňky však mají v důsledku dlouhodobého selekčního tlaku ze strany 
imunitního systému tyto proapototické dráhy často poškozené nebo zablokované, a tím 
získávají čas na opravu poškozené DNA či dalších buněčných struktur [37]. 

 

3.9.6 Nádorové kmenové buňky a chemorezistence nádorů 

Velkou roli při chemorezistenci hrají nádorové kmenové buňky, které tvoří obvykle 
malou část nádoru. Větší část tumoru je naopak tvořena rychle rostoucími, případně 
postmitotickými diferencovanými buňkami, které však nejsou schopny sebeobnovy [101]. 
Nádorové kmenové buňky disponují specifickými mechanizmy vlastní ochrany, které 
mohou být využity pro jejich vizualizaci či purifikaci. Nejčastěji se využívají dvě 
jednoduché metody – analýza „Side Population“ a „Aldefluor assay®“ (Tabulka 9). Při 
analýze „Side Population“ se využívá schopnosti kmenových nádorových buněk pumpovat 
aplikovaná chemoterapeutika z cytosolu pomocí efluxních transportérů, zatímco metoda 
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„Aldefluor assay®“ je založena na identifikaci kmenových nádorových buněk na základě 
aktivity enzymu aldehyddehydrogenázy [128, 133].  

U mnoha nádorů byla po chemoterapii nalezena v reziduálním nádoru obohacená 
populace nádorových kmenových buněk. Z toho vyplývá, že tyto nádorové kmenové 
buňky jsou nutně chemorezistentní a v důsledku toho dochází při aplikaci cytostatika 
k jejich přežívání. Ostatní nádorové buňky působením cytostatika umírají. Zdrojem 
buněčných signálů pro podporu udržení kmenového fenotypu nádorových buněk zde 
nejsou buňky stromální, ale samotné nádorové buňky. Jejich buněčná smrt je doprovázena 
aktivací specifického genového expresního profilu, kde jedním z významně aktivovaných 
genů je ten, který kóduje eznym cyklooxygenázu 2 (COX-2). Tento enzym katalyzuje 
syntézu prostaglandinu E2, který se z umírajících buněk uvolňuje do mikroprostředí 
a zpětně tak stimuluje nádorové kmenové buňky ke vstupu do buněčného cyklu. Tímto 
jednoduchým způsobem si nádor doplňuje kmenové buňky a udržuje jejich populaci téměř 
konstatní. V současné době je již schválena farmakologická inhibice COX-2 (lék 
Celecoxib), který by mohl zmírnit chemorezistenci nádoru zprostředkovoanou repopulací 
kmenových buněk [8, 134]. 

 

3.10 Metabolismus nádorových buněk 

Přestože příčin transformace normální buňky v nádorovou je celá řada a jednotlivé 
nádory se velmi liší po genetické stránce, jedno mají společné: nádorové buňky zcela 
změní úroveň svého metabolismu tak, aby vyhověly nárokům na rychlý buněčný růst 
a proliferaci. Obvykle přitom dochází k zvýšené spotřebě glukózy ve prospěch vzniku 
laktátu a částečnému utlumení respiračního řetězce. Této zvýšené spotřeby glukózy se 
velmi často využívá k přesné lokalizaci nádorové hmoty pomocí zobrazovací metody 
hybridní pozitronové emisní výpočetní tomografie (PET/CT), kdy se díky izotopicky 
značené  18F-deoxy-glukóze detekují tkáně vykazující zvýšený příjem glukózy. Důvodem 
tohoto způsobu metabolismu a rychlého zisku energie bývá posílení syntézy stavebních 
kamenů – nukleových kyselin, aminokyselin a lipidů nutných pro zvýšenou proliferační 
aktivitu. Tyto poznatky byly popsány již v roce 1927 německým lékařem Otto Warburgem, 
kdy byly připisovány zejména nefunkčním nebo defektním mitochondriím (Warburgův 
efekt) [135–137]. 

 

3.10.1 Metabolismus glukózy, glutaminu a laktátu 

Metabolismus glukózy je v nádorových buňkách zcela odlišný. V normálních 
buňkách je glykolýzou produkováno maximálně 10 % ATP a zbytek ATP mitochondriální 
respirací, v nádorových buňkách vzniká glykolýzou i více než 60 % ATP [136]. V roce 
1941 bylo potvrzeno, že využití glykolýzy závisí spíše na dostatečné a vhodné koncentraci 
glukózy než na funkčnosti mitochondrií (Crabtree efekt) a v podmínkách nižší hladiny 
glukózy dochází ke znovuzapojení dýchacího řetězce ve vyšší míře [136, 138]. Potlačení 
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funkce mitochondrie není tedy pravděpodobně způsobeno poškozením organely samotné, 
ale regulací aktivity proteinů zapojených do Krebsova cyklu či dýchacího řetězce [135]. 

Během vlastní glykolýzy vznikají z jedné molekuly glukózy dvě molekuly ATP 
a dvě molekuly redukovaného NADH. Za normálních okolností nastupují mitochondrie, 
kde se pomocí Krebsova cyklu a následně dýchacího řetězce vyrobí zbylých 34 molekul 
ATP, prekurzory pro syntézu nukleových kyselin, lipidů a aminokyselin. Kromě glukózy 
využívají buňky i další zdroj energie – glutamin, který je po přijetí do buňky transportován 
do mitochondrie a procesem zvaným glutaminolýza metabolizován. V nádorových 
buňkách dochází k několikanásobnému zvýšení spotřeby glukózy a glutaminu. Některé 
nádory dokonce dokáží žít v prostředí bez glukózy a využívat jako zdroj energie jiné 
aminokyseliny, které mohou být po přijetí buňkou transportovány a následně 
metabolizovány a využity v syntéze lipidů. Většina vytvořeného laktátu je sice výsledkem 
metabolismu glukózy, ale v buňkách s inhibovanou glykolýzou může být jeho zdrojem 
i  glutamin [139]. Přebytečný dusík dokáže pak buňka využít při syntéze ostatních 
aminokyselin. Přestože způsob získávání energie nevypadá u nádorových buněk efektivně, 
opak je pravdou. Respirační řetězec je schopen vyprodukovat sice 18x více molekul ATP 
než kolik lze získat pouhou glykolýzou, ale samotná glykolýza odpřažená od 
mitochondriálního metabolismu je až 100x rychlejší. Pro silně proliferující buňku, která 
má vysoké nároky na stavební materiál a energii, je tento způsob více než efektivní. 
Nevýhodou rychlejšího metabolismu je i četnější produkce volných radikálů (zejména 
superoxidový a  hydroxylový radikál), které dokáží poškodit jak buňku zdravou tak 
i  nádorovou. Tumorové buňky jsou na volné radikály dokonce citlivější, než buňky 
normální. Jedním z důležitých ochránců před kyslíkovými radikály je glutathion, který pro 
svou správnou funkci potřebuje NADPH. Toto řeší tumorové buňky posílením 
pentozofosfátového cyklu, který mimo jiné slouží i k produkci NADPH. Pentozofosfátový 
cyklus je pro rakovinnou buňku velmi důležitý, proto je u nich nalézán dimer izoformy 
pyruvátkinázy M2, který na rozdíl od izoformy M1 (nalézá se u netransformovaných 
buněk) zpomalí konverzi fosfoenolpyruvátu na pyruvát a dovolí tak buňce využít část 
glukózy právě v pentózofosfátovém cyklu. Vysoká rychlost glykolýzy a menší zapojení 
respirace však vyústí do vyšší potřeby reoxidovat stále vznikající NADH. Tento problém 
řeší transformované buňky zvýšenou produkcí laktátdehydrogenázy, pomocí které dochází 
k přeměně pyruvátu a na laktát a oxidaci NADH na NAD+. Nadměrná tvorba laktátu 
způsobí sice poté vznik nefyziologického pH vnitřního prostředí, ale tomu se nádorová 
buňka dokáže ubránit například nadměrnou expresí přenašečů Na+/H+ (NHE1) 
a monokarboxylových transportérů MCT, pomocí nichž reguluje hladinu pH na stabilní 
hodnotě. Okyselení vnějšího prostředí poskytuje pro nádorové buňky řadu dalších 
selekčních výhod (inhibici cytotoxických T-lymfocytů, podporu při možné invazi buněk) 
[82, 135]. Acidóza extracelulárního prostředí indukuje apoptózu pouze v buňkách 
s funkčním proteinem p53, čímž dochází k další selekci buněk rezistentních k toxicitě 
kyselého pH a  také selekci buněk se zvýšenou schopností invaze [86].  

Velmi zajímavý je metabolismus samotného laktátu v různých regionech téhož 
nádoru. Ukázalo se, že hypoxické regiony (glykolytické buňky) spíše spotřebovávají 
glukózu a produkují ATP procesem anaerobní glykolýzy. Konečný produkt tohoto procesu 
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je laktát, který je pak koncentračním gradientem rozptýlen v extracelulárním prostředí. 
V místech s normální koncentrací kyslíku (oxidační nádorové buňky) je tento laktát 
importován do buněk pomocí MCT1 transportéru a metabolizován směrem k produkci 
ATP v dýchacím řetězci. Obrázek 12 popisuje rodinu symportérových proteinů MCT 
(laktát/H+), které se zásadně podílí na regulaci buněčné odpovědi na laktátovou acidózu 
[81, 82]. Nedávné výzkumy prokázaly, že vysoká produkce laktátu pozitivně koreluje 
s agresivitou nádoru a  špatnou prognózu [140, 141].  

 
Obrázek 12 – Metabolická komunikace mezi glykolytickou a oxidativní nádorovou buňkou [140, 

141] 

3.10.2 MCT transportéry 

Pasivní MCT transportéry jsou součástí velké proteinové rodiny kódované geny 
skupiny SLC16, která obsahuje 14 členů. Předpokládá se, že jejich molekula obsahuje 
12 transmembránových domén s intracelulární amino a karboxylovou skupinou a velkou 
hydrofobní intracelulární smyčkou mezi transmembránovou doménou 6 a 7. Jejich aktivita 
a ukotvení na plazmatické membráně vyžaduje interakci s chaperonovými proteiny 
basigin/CD147 a embigin/gp70. 

Pouze u izoforem MCT1 až MCT4 bylo potvrzeno, že se podílejí na kotransportu 
monokarboxylových molekul (L-laktátu, pyruvátu, ketolátek – acetoacetátu a D-β-
hydroxybutyrátu) a protonů. Každá izoforma má své jedinečné biochemické vlastnosti 
včetně specificity substrátu, kinetických konstant a citlivosti inhibitorů. Dále se liší 
v tkáňové distribuci a intracelulární lokalizaci. MCT1 a MCT2, které jsou exprimované 
zejména v buňkách červených vláken kosterní svaloviny, srdce a neuronech, mají vysokou 
afinitu k pyruvátu a L-laktátu. Nedávné výzkumy také ukázaly, že mimo přirozené 
monokarboxylové molekuly slouží také jako transportéry pro 3-brompyruvát (alkylační 
činidlo) a dichloracetát (inhibitor pyruvátdehydrogenázy kinázy). Hlavní úlohou MCT1 je 
usnadnit společný transport L- laktátu s ekvimolárním množstvím vodíkových iontů, který 
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je řízen jejich koncentračními gradienty napříč plazmatickou membránou. Transportovaný 
laktát je využit zejména v Krebsobě cyklu a následně v aerobní oxidaci. MCT4 slouží 
hlavně pro export laktátu produkovaného glykolýzou, a tím zajišťuje regeneraci 
cytosolického NAD+. Vyskytuje se ve vysoce glykolytických tkáních jako jsou bílá vlákna 
kosterní svaloviny, astrocyty, leukocyty, chondrocyty a v reakci na hypoxii je 
upregulována ve všech buňkách. Poslední transportér – MCT3 je lokalizován na buňkách 
choroidního plexu a v buňkách sítnice, kde spolupracuje s MCT1 [140, 141].  

 

3.10.3 MCT transportéry v nádorových buňkách 

Vzhledem k tomu, že závislost na glykolýze je charakteristickým znakem maligních 
nádorů, není překvapením, že právě MCT jsou nadměrně exprimovány v mnoha solidních 
nádorech (mozku, tlustého střeva, jater, ovaria, plic a také močového měchýře atd.) [140]. 
Ve většině normálních tkáních je MCT1 zodpovědný za export laktátu přes plazmatickou 
membránu do extracelulárního prostoru, nicméně v nádorových buňkách je využíván pro 
export spíše transportér MCT4. Naopak MCT1 je využíván jako transportér pro přenos 
laktátu do intracelulárního prostoru a to zejména u dostatečně okysličených nádorových 
buněk využívajících mimo jiné také oxidativní metabolismus [141]. Způsob transportu 
laktátu a pyruvátu přes plazmatickou membránu je uveden na obrázku 13. 

Přestože hlavním úkolem MCT transportérů je transport laktátu spíše než regulace 
pHi, nedávné studie na melanomových a neuroblastomových buněčných liniích ukázaly, že 
inhibicí MCT1 se snižuje pHi při zachování nízkého pHe a dochází tak ke snížení 
životaschopnosti buněk [140]. Buňky CCL39 (buněčná linie plicních fibroblastů) 
exprimovaly za normálních okolností pouze MCT1 a MCT2 a po přidání specifického 
inhibitoru u nich také docházelo ke snížení intracelulárního pHi. Po přidání oligomycinu se 
u buněk logicky zvýšila glykolýza, která měla za následek další snižování pHi. U buněk 
došlo k ektopické expresi MCT4 s následným efluxem protonů. To dokládá fakt, že 
transportér MCT4 hraje výraznou roli i při regulaci pHi [142]. Tyto výsledky byly dále 
ještě potvrzeny in vivo [143]. Z výše uvedeného vyplývá, že pro dosažení efektu 
požadované terapeutické odpovědi by bylo vhodné inhibovat oba transportéry najednou. 
Výsledky studií ukazují, že využitím obou přístupů současně docházelo u buněk k poklesu 
pHi, což mělo za následek i snížení růstu nádorových buněk [144]. Tabulka 10 uvádí 
seznam několika obecných i selektivních inhibitorů.  

U karcinomu močového měchýře se pro export laktátu přes plazmatickou membránu 
využívají zejména izoformy MCT1 a MCT4. V mnoha typech nádorů byla nalezena 
pozitivní korelace mezi expresí chaperonových proteinů pro MCT a MCT samotnými. 
U karcinomu močového měchýře a ovárií se ukázala významná koexprese CD147 
a MCT1, u karcinomu plic CD44 a MCT1. Pozitivita nádorových buněk na výše zmíněné 
markery (CD147/MCT1) se podle recentních studií ukazuje jako potenciální prediktor 
špatné prognózy. Experimentálně indukovaná snížená exprese proteinu CD147 pak 
dokonce zvyšovala chemosenzitivitu buněk karcinomu močového měchýře na cisplatinu 



 

57 

[145]. Pozitivní korelace mezi CD147 a MCT4 se ukázala také u karcinomu prostaty a plic 
[141].  

Tabulka 10 – Inhibitory MCT transportérů [141] 

Inhibitor MCT1 MCT2 MCT4 
Phloretin ano ano ano 
Quercetin ano ano nestanoveno 
DIDS (4,4′-diisothiokyanostilben-
2,2′-disulfonát) 

ano nestanoveno ne 

DBDS (4,4′-dibenzamidostilben-
2,2′-disulfonát) 

ne  
při 0,1 mM 

56% inhibice 
při 0,1 mM 

nestanoveno 

NPPB (5-nitro-2-(3-
fenylpropylamino)-benzoát) 

ano nestanoveno ano 

CHC (α-kyano-4-ydroxycinnamát) ano ano ano 
AR-C155858 ano (krysa) nesignifikantní 

inhibice 
(krysa) 

nestanoveno 

AZD3965 ano ano nestanoveno 
7ACC2 50% inhibice 

při 11 nM 
  

 

 

Obrázek 13 – Metabolická komunikace mezi nádorově asociovanými fibroblasty a maligními 
buňkami. Nádorové buňky se vyznačují rychlou proliferací, která vyžaduje vysokou spotřebu 
energie, nádorově asociované fibroblasty dodávají nádorovým buňkám látky bohaté na energii 

(laktát a pyruvát) [96] 
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3.11 Ostatní nádory močového měchýře 

Více než 90 % nádorů močového měchýře vychází z přechodného epitelu, zbytek 
novotvarů tvoří nádory z jiných epiteliálních buněk, mezenchymu (sarkom) a metastazující 
či raritní nádory, jako je feochromocytom, lymfom, choriokarcinom, melanom, 
karcinosarkom a další [17]. 
 

3.11.1 Inflamatorní myofibroblastický tumor močového měchýře 

Inflamatorní myofibroblastický tumor (IMT) je velmi vzácnou malignitou 
mezenchymálního původu, který byl popsán na mnoha místech v lidském těle včetně plic, 
mozku, retroperitonea, ledvin, prostaty či močového mechýře. Nejčastěji postihuje 
pacienty v dětském nebo mladším dospělém věku, průměrný věk nemocných, kteří mají 
postižený močový měchýř, je 39 let. [146]. Etiologie IMT je poměrně záhadná, ale 
nejčastěji bývá jeho vznik dáván do souvislosti s chronickou infekcí ať už bakteriální nebo 
virovou [147, 148]. Některé práce ukazují, že by se při vzniku tohoto nádoru mohla 
uplaťnovat spíše autoimunita [149]. 

Tumor roste velmi pomalu a zřídka vykazuje klinicky agresivní chování. 
Nebezpečným se stává v okamžiku, kdy se u pacienta s anamnézou IMT vyskytne 
karcinom močového měchýře. V tomto případě se výrazně zvyšuje progrese nově 
vzniklého karcinomu močového měchýře a následky bývají pak pro pacienta fatální [150]. 
IMT je obvykle popisován jako ohraničená, lobulovaná nebo multinodulární pevná 
šedobílá nebo žlutá léze, která dosahuje velikosti až 20 cm. V močovém měchýři se 
obvykle nalézají léze v průměru okolo 4,5 cm, které mají různý histologický původ. 
Většinou se však jedná o tumor vycházející z myofibroblastů nebo fibroblastů s infiltrací 
plazmatických buněk, neutrofilů a lymfocytů. Téměř většina buněk z IMT lézí je 
imunohistochemicky pozitivních na vimentin (95 –100 %) a hladkosvalový aktin (48 –
 100 %), svalově specifický aktin (62 %) a některé tumory (zejména genitourinární IMT) 
jsou pozitivní na desmin (5 – 80 %) či dokonce keratin (LMWCK, 10 –89 %) [151, 152]. 
Přibližně polovina všech tumorů vykazuje pozitivní imunohistochemické barvení na ALK 
(anaplastická lymfom kináza), nicméně není tento marker zatím používaný v rutinní 
diagnostice [151]. Nedávné studie lézí myofibroblastického tumoru ukázaly také 
abnormality v karyotypu buněk. Přibližně 50 – 60 % z nich mělo aberaci na krátkém 
raménku chromozomu 2 (konkrétně 2p23). V této oblasti se nalézá již zmíněný gen ALK, 
který kóduje anaplastickou lymfomovou kinázu. Přestavba ALK genu vedla v řadě případů 
k translokacím a fúzím s jinými geny jako jsou např. CLTC, RANBP2, TPM3, TPM4, 

CARS a ATIC. [146, 153]. U IMT močového měchýře byly pozorovány zejména přestavby 
ALK-ATIC, ALK-TPM3, ALK-TPM4, ALK-CLTC či ALK-HNRNPA1 [154–157].   

Dosud není jasné, zda je diagnóza IMT na základě morfologické, 
imunohistochemické či molekulární úrovni zcela oddělitelná od jiných raritních lézí 
(pseudosarkomatózní myofibroblastické proliferace či tzv. postoperative spindle cell 
nodule). Podrobnější porozumění tomuto onemocnění s nejistým maligním potenciálem by 
mohlo přinést zlepšení jak při diagnostice, rutinním sledování pacientů, tak i omezení 
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mnohdy zbytečně dosti agresivní a drahé terapie. Jako slibný možný marker se jeví právě 
gen ALK, jehož přestavba nebo imunohistochemická odezva produktu genu ALK by mohly 
mít na vznik onemocnění klíčový vliv [158]. Slibně se také ukazuje dvojitá pozitivita 
ALK+/p80+, jak publikoval Kato et al. [159]. 
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4 Materiál a metody 

4.1 Základní buněčná kultivace 

Veškeré použité permanentní či primární buněčné linie byly kultivovány podle 
optimalizovaného protokolu v suplementovaných mediích při teplotě 37 C, 5% koncentraci 
CO2 a 100% vlhkosti (Sanyo, Japonsko). Před pasážováním (0,5 % prasečí trypsin, 0,2 % 
EDTA v Hanksově solném roztoku, Sigma, Praha, ČR) byly buňky vždy opláchnuty 
fosfátovým pufrem (PBS). Následně byly v požadované koncentraci buňky použity 
k analýzám či vysety na vhodný tkáňový plastik. Tabulka 11 uvádí seznam použitých 
permanentních a primárních buněčných linií a jejich požadavky na buněčnou kultivaci. 

 
Tabulka 11 – Seznam použitých permanentních a primárních buněčných linií 

Buněčná linie Základní 
medium 

Suplementy Zdroj buněčné linie 

BC44 high glucose 
(4,500 mg/l) -
Dulbecco’s 
modified 
Eagle’s 
medium 
/EpiLife 
(poměr 1:1) 
(Thermo 
Fisher 
Scientific, 
Carlsbad, 
California, 
USA) ČR 

EGF (0,5 ng/ml) 
(Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, 
California, USA) 
NEA (1 %) 
(Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, 
California, USA) 
BPE (12,5 µg/ml) 
(Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, 
California, USA) 
ITS (1 %) 
(Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, 
California, USA) 
Glycin (3 mM) (Sigma, 
ČR) 
Penicilin 100 U/ml 
(Sigma, ČR) 
Streptomycin 100 µg/ml 
(Sigma, ČR) 
5 % teplem inaktivované 
FBS (Sigma, ČR) 

Buněčné linie byly 
odvozeny na Urologické 
klinice Heinrich-Heineho 
univerzitě v Düsseldorfu 
v rámci spolupráce s prof. 
W.A. Schulzem [46, 160, 
161] 

BC61 
BC44Fibr  

BC44GFP Buněčná linie byla získána 
ve spolupráci s Dr. 
C. Strell z Nádorového 
centraKarolinska, 
Stockholm  

BC44DoxoR 
(doxorubicin 
rezistentní linie) 

Buněčná linie byla 
odvozena na Ústavu 
biologie Lékařské fakulty 
v Plzni [162] 
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Buněčná linie Základní 
medium 

Suplementy Zdroj buněčné linie 

SW780 high glucose 
(4,500 mg/l)-
Dulbecco’s 
modified 
Eagle’s 
medium 
(Sigma, ČR) 

10  % teplem naktivované 
FBS (Sigma, ČR) 
Penicilin 100 U/ml 
(Sigma, ČR) 
Streptomycin 100 µg/ml 
(Sigma, ČR) 

Buněčné linie byly použity 
v rámci spolupráce 
s Dr. Z. Czubou [163] 

SW780GFP Buněčná linie byla získána 
ve spolupráci s Dr. 
C. Strell z Nádorového 
centraKarolinska, 
Stockholm 

RT112 Buněčné linie byly 
použity v rámci spolupráce 
s prof. W.A. Schulzem 
z Urologické kliniky 
Heinrich-Heineho 
univerzity v Düsseldorfu 
[164, 165] 

RT112Heidelberg 
RT112D21 
(doxorubicin 
rezistentní linie) 

HT1197 Buněčné linie byly použity 
v rámci spolupráce s prof. 
V. Mandysem  
Patalogického ústavu 
3. LF UK v Praze [166] 

SCP1 alpha-MEM 
(Sigma, ČR) 

10 % teplem 
inaktivované FBS 
(Sigma, ČR) 
Penicilin 100 U/ml 
(Sigma, ČR) 
Streptomycin 100 µg/ml 
(Sigma, ČR) 

Buňky byly použity 
s laskavým dovolením 
prof. W. Böckera 
z Chirurgické kliniky 
Univerzitní nemocnice 
v Mnichově [167] 

MBT alpha-
MEM/DMEM
(poměr 1:1) 
(Sigma, ČR) 

10 % teplem 
inaktivované FBS 
(Sigma, ČR) 
Penicilin 100 U/ml 
(Sigma, ČR) 
Streptomycin 100 µg/ml 
(Sigma, ČR) 

Buněčná linie byla 
odvozena na Ústavu 
biologie Lékařské fakulty 
v Plzni 

Primární 
mezenchymální 
kmenové buňky 
(MSC) 

alpha-MEM 
without 
Nucleosides 
with L-
Glutamin 
(PAA, USA) 

10 % pHPL (pooled 
human platelet lysate, 
místní zdroj – FN Plzeň) 
560 IU heparin 
(Biochrome, Německo) 

Buňky byly získány v rám
ci spolupráce 
s Hematologicko-
onkologickým oddělením 
Fakultní nemocnice 
v Plzni 
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Buněčná linie Základní 
medium 

Suplementy Zdroj buněčné linie 

Primární 
mononukleáry 
periferní krve 
(PBMC) 

RPMI 1640 
(Lonza, 
Švýcarsko) 

10 % pHPL (pooled 
human platelet lysate, 
místní zdroj – FN Plzeň) 
560 IU heparin 
(Biochrome, Německo) 

Buňky byly získány v rám
ci spolupráce 
s Hematologicko-
onkologickým oddělením 
Fakultní nemocnice 
v Plzni 

 

Lidská buněčná linie nádorově asociovaných fibroblastů BC44Fibr a nádorová 
buněčná linie BC44 byly odvozeny z papilární části progresivního nádoru močového 
měchýře (pT4, G3) [90, 161] a kultivovány podle Seiferta et. al. [160]. Lidská buněčná 
linie uroteliálního karcinomu HT1197 byla získána v rámci spolupráce s prof. MUDr. 
Václavem Mandysem, Ph.D. z Patalogického ústavu 3. LF v Praze a kultivována podle 
Kuncové et al. [166]. Buněčné linie hTERT-BJ1 – Human telomerase-immortalized 
normal foreskin fibroblasts (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, California, 
USA) a Cal-29 byly kultivovány podle optimalizovaných protokolů [168, 169]. Lidské 
primární mezenchymální buňky MSC (kontrolní buněčná linie) byly izolovány z kostní 
dřeně zdravého dárce pomocí gradientové centrifugace (LSM 1077 medium, PAA, USA) 
a následnou adherentní separací na kultivační lahvi (175 cm2 culture flask; Corning, USA). 
Imortalizovaná buněčná linie mezenchymálních buněk SCP1 [167] byla získána jako dar 
od prof. MUDr. Wolfganga Böckera, Ph.D. z Chirurgické kliniky Univerzitní nemocnice 
v Mnichově. PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) zdravých dárců byly izolovány 
gradientovou centrifugací (Histopaque-1077, Sigma, ČR) a dále kultivovány v kultivačním 
médiu RPMI 1640 (Lonza, Švýcarsko) ve finální koncentraci 1 x 106 buněk/ml. 

Stabilního fluorescenčního značení buněčných linií BC44GFP a SW780GFP bylo 
dosaženo pomocí lentivirální trandukce expresního vektoru kódujícího zelený 
fluorescenční protein (green Fluorescent Protein, eGFP). 25 000 buněk bylo vysazeno na 
24jamkovou destičku (Corning, USA) v DMEM médiu obsahující 10 % FBS a 25 µg/ml 
protamin sulfátu (Sigma, ČR). Dále bylo přidáno 50 µl „ready-to-use“ eGFP-Lentivirus 
(pLV.ExSi.P/Neo-EF1α-eGFP; Cyagen, Biosciences Inc., USA) a buňky byly inkubovány 
po dobu 24 hodin při 37 °C a 5 % CO2.  

Dceřiná buněčná linie BC44DoxoR byla odvozena kultivací BC44 buněk ve 
zvyšující se koncentraci doxorubicinu (počáteční koncentrace 100 nM, konečná 
koncentrace 400 nM doxorubicinu) v časovém intervalu tří měsíců. Schéma způsobu 
odvození buněčné linie BC44DoxoR je uvedeno na obrázku 14.  
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Obrázek 14 – Schéma způsobu odvození chemorezistentní dceřiné linie BC44DoxoR ve vzrůstající 
koncentraci doxorubicinu po dobu 3 měsíců 

 

Lidská buněčná linie MBT byla odvozena z inflamatorního ALK pozitivního 
myofibroblastického tumoru močového měchýře v oblasti vertexu u pacientky Urologické 
kliniky Fakultní nemocnice v Plzni. Vzorek nádoru byl bezprostředně po excizi umístěn do 
média (DMEM/MEM) a transportován na Ústav biologie Lékařské fakulty v Plzni. Izolace 
buněk probíhala sterilně v laminárním boxu, kde byl tumor nejdříve promyt roztokem 
fosfátového pufru a poté rozmělněn pomocí nůžek a skalpelu. Získaný homogenát byl 
štěpen použitím komerční směsi hydrolytických enzymů Liberáza o koncentraci 
0,2 U  (Liberase™ TM Research Grade, Sigma, Praha, ČR) po dobu 2 hodin a 37°C. Po té 
byla směs řádně promíchána, stočena a získaný supernatant byl přefiltrován (filtr 100 µm). 
Standardní buněčná kultivace probíhala ve směsném médiu sestávajícím se ze 
suplementovaných médií MEM a DMEM v poměru 1:1 (Sigma, ČR).  

 

4.2 Karyotypická a genomická analýza 

Karyotyp buněčných linií BC44Fibr, BC44, RT112, RT112Heidelberg, RT112D21 
a MBT byl analyzován použitím standardních protokolů [170, 171] a hodnocen rutinní 
technikou G pruhů. Buněčný cyklus byl zastaven pomocí kolchicinu (Colcemid 10 ug/ml, 
Biological Industries, Cromwell, CT, USA; 100 µl v 5 ml kultivačního média) po dobu 
4 hodin a teplotě 37 C. Poté byly buňky sklizeny do hypotonického média, které 
neobsahovalo sérum (Flushing Medium, CytoGen, Wetzlar, Německo) a fixovány pomocí 
fixačního roztoku metanolu a kyseliny octové v poměru 3:1. Zmražená buněčná suspenze 
byla na sklíčku obarvena Giemsovým barvivem. Pro analýzu chromozomových přestaveb 
a počtu klonů u jednotlivých buněčných linií byla použita metoda fluorescenční in situ 

hybridizace (FISH) pomocí kitu 24XCyte, Human Multicolor FISH Probe, D-0125-060-DI 
(MetaSystems Probes, Německo). Po denaturaci buněčné DNA fixované na 
cytogenetickém preparátu a hybridizaci sondy ke komplementárním úsekům cílové DNA 
byly fluorescenční signály analyzovány pomocí fluorescenčního mikroskopu. 
Karyotypické analýzy byly provedeny ve spolupráci s Ústavem lékařské genetiky Fakultní 
nemocnice v Plzni [172].  
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Detekce kvantitativních změn na celém genomu BC44Fibr byla provedena metodou 
komparativní genomické hybridizace (aCGH) s použitím SurePrint G3 neomezené CGH 
ISCA v2, 8x60K mikroarray. Značení a hybridizace byly prováděny podle protokolu 
výrobce a snímky byly skenovány pomocí skeneru SureScan Microarray a analyzovány 
pomocí softwaru Agilent CytoGenomics (vše od Agilent Technologies, USA). Analýza, 
vyhodnocení a statistické zpracování dat bylo součástí kurzu s názvem Analýza aCGH 
microarray pro genomickou analýzu DNA pořádaném firmou Agilent Technologies 
v Praze.  

 

4.3 Genetická identita buněčných linií 

Analýza genetické identity buněčných linií BC44, BC44Fibr, RT112, 
RT112Heidelberg a RT112D21 byla provedena na Urologické klinice Heinrich-Heineho 
univerzitě v Düsseldorfu v rámci spolupráce s prof. W.A. Schulzem [46]. Genetická 
identita buněčné linie MBT byla provedena komerčně společností Generi Biotech, s.r.o., 
Zkušební laboratoří č. 1650 akreditovanou ČIA podle ČSN EN ISO/IEC 17025:2005. 

 

4.4 Analýza aktivovaného fenotypu fibroblastů, analýza kmenového 
fenotypu a vyhodnocení epiteliálně-mezenchymální tranzice 
u  nádorových buněk 

Pro analýzu aktivovaného fenotypu nádorově asociovaných fibroblastů BC44Fibr 
bylo vybráno několik proteinových markerů – vimentin, hladkosvalový aktin alfa (αSMA), 
fibroblastový aktivační protein (FAP) [92], nádorový supresor p53 a specifický marker 
suburoteliálních myofibroblastů conexin 43 [173, 174], které byly analyzovány nepřímou 
imunofluorescencí.  

Exprese běžného markeru CD90 u buněčných linií BC44Fibr, BC44 a SW780 byla 
značena pomocí přímé imunofluorescence [120, 175]. 

Pro vyhodnocení epiteliálně-mezenchymální tranzice u buněčné linie 
RT112Heidelberg byly vybrány dva hlavní proteiny – vimentin a E-cadherin, které byly 
hodnoceny nepřímou fluorescencí.  

Kmenové markery u nádorových buněčných linií RT112Heidelberg, BC44 a SW780 
byly analyzovány pomocí nepřímé fluorescence (CK17, pERK, 67LaR, P-cadherin 
a CD90). 

Buňky narostlé na krycím sklíčku byly opláchnuty fosfátovým pufrem a ihned 
fixovány ledovým 100% methanolem nebo 4% paraformaldehydem přes noc. Poté bylo 
sklíčko třikrát opláchnuto fosfátovým pufrem a ohraničeno po obvodu slabou vrstvou 
hydrofobního fixu Dako Pen (Agilent Technologies, USA). Při značení intracelulárních 
proteinů bylo potřeba permeabilizovat plazmatickou membránu 15 minut 
permeabilizačním roztokem (Image-iT® Fixation/Permeabilization Kit, Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, California, USA). Poté byla sklíčka opatrně promyta fosfátovým 
pufrem po dobu 2 –5 minut a byl přidán na 60 minut blokovací roztok (3 % BSA, Thermo 
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Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Značení primárními protilátkami probíhalo 
přes noc při teplotě 4 C, aplikace primárních značených protilátek probíhala vždy přesně 
podle pokynů výrobce. Sekundární protilátky byly aplikovány po řádném promytí na dobu 
60 minut ve tmě při pokojové teplotě. Výsledné preparáty byly pozorovány pomocí 
fluorescenčního mikroskopu Olympus IX81 vybaveným kamerovým systémem 
Hamamatsu Orca (Olympus, Tokyo, Japonsko). 

Pro kvantitativní analýzu exprese adhezních molekul CD90 byla buněčné linie 
SW780GFP analyzována na průtokovém cytometru. 100 µl buněčné suspenze obsahující 
107 buněk bylo značeno protilátkami CD90 APC po dobu 15 minut ve tmě a po důkladném 
promytí byla kvantitativní exprese měřena průtokovým cytometrem BD FACS Aria-Fusion 
se softwarem Diva (Beckman Coulter, USA). Kvatitativní hodnocení CD 90 probíhalo 
u buněk SW780, které byly kultivovány samostatně, v kokultivaci s BC44Fibr a MBT 
nebo kultivovaných samostatně v prostředí dvou běžně užívaných cytostatik (doxorubicin a 
cisplatina) po dobu 72 hodin. Data byla analyzována pomocí softwaru FlowJ v10 (FlowJ, 
LLC, USA). Exprese hladiny povrchových markerů CD90 byla stisticky zpracována 
pomocí Mann-Whitney U-testu na hladině významnosti α = 0,05. 

 

4.5 Analýza kmenového fenotypu u rodiny buněčných linií RT112 
pomocí průtokového cytometru 

Dceřiné buněčné linie RT112Heidelberg a doxorubicin rezistentní RT112D21 (obě 
odvozené od parentální linie RT112) byly kultivovány do různých stupňů buněčných 
denzit. Poté byla pomocí průtokového cytometru BD™ LSR II (BD Biosciences, San Jose, 
CA, USA) kvantifikována exprese vybraných marekrů – CD90, CD44, CD49f a CD47. 
Vzorky byly inkubovány 20 minut při pokojové teplotě s primární neznačenou protilátkou, 
promyty roztokem 0,09 % azidu sodného a 0,2 % želatiny v PBS, a následně značeny 
20 minut sekundární protilátkou při pokojové teplotě ve tmě. Vzorky značené přímo byly 
inkubovány 20 minut s primárně značenými protilátkami (Tabulka 12). Po promytí bylo 
k vzorkům přidáno barvivo Hoechst 33342 (0,1 µg/ml, Sigma, ČR) a vzorky změřeny na 
průtokovém cytometru BD™ LSR II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Výsledky 
byly získány ve spolupráci s laboratoří Dr. K. Drbala z Přírodovědecké fakulty Univerzity 
Karlovy v Praze [161].  

 

4.6 Analýza imunosupresivního fenotypu pomocí průtokové cytometrie 

Primární mononukleáry periferní krve (PBMC) od 15 zdravých dárců byly izolovány 
centrifugací v gradientu (Histopaque-1077, Sigma, ČR) a naředěny na finální koncentraci 
1x106/ml. Mezenchymální kmenové buňky (lidské primární mezenchymální buňky 
a buněčná linie SCP-1) a BC44Fibr (nádorově asociované fibroblasty) byly smíchány 
s fytohemaglutininem stimulovanými (PHMA, Sigma, Praha, ČR) a nestimulovanými 
PBMC v poměru 1:2 a kokultivovány ve 2 ml RPMI 1640 média (Lonza, Švýcarsko) při 
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37 °C a 5 % CO2. Po třech dnech byla provedena cytometrická analýza aktivačních 
markerů CD69 a CD25 na buňkách pozitivních na CD3. 200 μl buněčné suspenze bylo 
inkubováno s CD45-ECD, CD3-FITC, CD25-PC5, CD69-PC7 (Beckmann Coulter, USA) 
při pokojové teplotě po dobu 30 minut. Následně byly buněčné suspenze lyzovány pomocí 
lyzačního roztoku Optylise C (Beckman Coulter, USA) a centrifugovány při 1500 RPM po 
dobu 5 minut. Analýza proběhla na cytometru FC500 vybaveným softwarem CXP (Beckan 
Coulter, USA). Data byla statisticky hodnocena pomocí neparametrického Wilcoxonova 
testu na hladině významnosti α = 0,05. Schéma experimentu je uvedeno na obrázku 15. 
Analýzy byly provedeny na základě spolupráce Ústavem imunologie a alergologie 
a  Hematologicko-onkologickém oddělení Fakultní nemocnice v Plzni.  

 
Obrázek 15 – Schéma experimentu analýzy imunosupresivního fenotypu pomocí průtokové 

cytomterie 

 

Tabulka 12 – Seznam použitých protilátek při analýze přímé a nepřímé fluorescence a analýze 
průtokovým cytometrem 

Antigen Primární protilátka 
(značená, neznačená) 

Sekundární 
protilátka 

Metoda Typ buněk 

Vimentin Mouse monoclonal, 
clone VIM-13.2 
(Sigma, Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgM – FITC 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44Fibr, 
RT112Heidelberg 
MBT 

αSMA Mouse monoclonal, 
clone 1A4 (Sigma, 
Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgG-R (Santa 
Cruz, Dallas, 
TX, USA) 

IF MBTr 
 

αSMA Mouse monoclonal, 
clone 1A4 (Sigma, 
Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44Fibr 
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Antigen Primární protilátka 
(značená, neznačená) 

Sekundární 
protilátka 

Metoda Typ buněk 

FAP Mouse monoclonal, 
clone 1E5 (Sigma, 
Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44Fibr 

p53 Mouse monoclonal, 
clone DO1 (Sigma, 
Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44Fibr 

Connexin 
43 

Connexin 43 IgG, 
Rabbit polyclonal 
(Bioss, Woburn, 
Massachusetts, USA) 

Goat α-rabitt 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44Fibr 

CD90 Mouse monoclonal, 
clone 5E10 – FITC 
(BD Pharmingen – 
BD Biosciences, San 
Jose, CA, USA) 

 IF BC44 
 

CD90 Mouse monoclonal, 
clone 5E10 – APC 
(Biolegend, San 
Diego, CA, USA) 

 FC BC44Fibr 
BC44 
SW780 
MBT 

CD90 Anti-CD90/Thy1 
antibody [EPR3133] 
(Alexa Fluor® 594) 

 IF SW780 
BC44 
MBT 

CD44 Vyvinuto na UMG, 
clone MEM-85 

 FC RT112Heidelberg 

CD44 Rat monoclonal, clone 
IM7 – PE 594 
(Biolegend, San 
Diego, CA, USA) 

 FC RT112Heidelberg 

CD47 Mouse monoclonal, 
clone CC2C6 – PE 
(Biolegend, San 
Diego, CA, USA) 

 FC RT112Heidelberg 

CK17 Mouse monoclonal, 
clone CK-E3 (Sigma, 
Praha, ČR) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44 
SW780 
RT112Heidelberg 
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Antigen Primární protilátka 
(značená, neznačená) 

Sekundární 
protilátka 

Metoda Typ buněk 

CD44v6 Mouse monoclonal, 
clone VVF-7 (Santa 
Cruz, Dallas, TX, 
USA) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF HT1197 

CD3 CD3-FITC (Beckman 
Coulter, USA) 

 FC PBMCs 

CD25 CD25-PC5 (Beckman 
Coulter, USA) 

 FC PBMCs 

CD45 CD45-ECD (Beckman 
Coulter, USA) 

 FC PBMCs 

CD69 CD69-PC7 (Beckman 
Coulter, USA) 

 FC PBMCs 

E-
cadherin 

VENTANA anti-E-
cadherin (36) Mouse 
Monoclonal Primary 
Antibody (Roche, 
Švýcarsko) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF RT112Heidelberg 

P-
cadherin 

A-10: sc-74545 (Santa 
Cruz, Dallas, TX, 
USA) 

Goat α-mouse 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF BC44 

pERK Mouse monoclonal 
IgG2a, sc-7383 (Santa 
Cruz, Dallas, TX, 
USA) 

Goat anti-mouse 
IgG2a-R: sc-
2085 (Santa 
Cruz, Dallas, 
TX, USA) 

IF RT112Heidelberg 

67LaR Anti-67kDa Laminin 
Receptor antibody 
(Abcam, UK)  

Goat α-rabitt 
IgG – Atto 488 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF SW780 
BC44 

ALK VENTANA anti-ALK 
(D5F3) Rabbit 
Monoclonal Primary 
Antibody (Roche, 
Švýcarsko) 

Goat Anti-
Rabbit IgG – 
Atto 488 
antibody 
(Sigma, Praha, 
ČR) 

IF MBT 

CD90 Rabbit monoclonal 
anti-CD90/THY1 
(Abcam, UK 

OmniMab anti-
Rb-HRP, 
Ventana (Roche, 
Švýcarsko) 

IHC tkáňové řezy 
nádorů 
karcinomu 
močového 
měchýře 
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4.7 Vyhodnocení buněčné proliferace PBMC pomocí průtokového 
cytometru 

K hodnocení buněčné proliferace pomocí průtokové cytometrie byl použit BD 
CycletestTM Plus DNA Reagent Kit (BD Pharmingen – BD Biosciences, San Jose, 
CA,  USA). PBMC stimulované fytohemaglutininem (2,5 mg/ml roztok 
fytohemaglutininu) byly smíchány s MSC nebo BC44Fibr ve finální koncentraci 1x105/ml, 
doplněné médiem RPMI 1640 (Lonza, Švýcarsko) na výsledný objem 2 ml a inkubovány 
72 hodin při teplotě 37 °C. Značení buněk probíhalo přesně podle doporučení výrobce BD 
CycletestTM Plus DNA Reagent Kit (BD Pharmingen BD Biosciences, San Jose, CA, 
USA). Vzorky byly měřeny na průtokovém cytometru Cytomics FC 500 (Beckman 
Coulter, USA) a výsledná data byla analyzována pomocí Multicycle AV software (Phoenix 
Flow System, USA). Množství dělících se buněk bylo stanoveno jako součet buněk 
v  S  a  G2/M fázi buněčného cyklu. Analýzy byly provedeny na základě spolupráce s 
Ústavem imunologie a alergologie a s Hematologicko-onkologickém oddělení Fakultní 
nemocnice v Plzni. Data byla statisticky hodnocena pomocí neparametrického 
Wilcoxonova testu na hladině významnosti α = 0,05. 

 

4.8 Mikroskopická analýza chemorezistentního fenotypu 

Mateřská buněčná linie BC44 a odvozená dceřiná buněčná linie BC44DoxoR byly 
kultivovány do stadia 80 % konfluence a po té byla aplikována cytostatika ve výsledných 
koncentracích roztoků: 5 µg/ml cisplatiny (Cisplatin Hospira 0,5 mg/ml, Hospira, Velká 
Británie), 25 µg/ml metotrexátu (Metotrexate Hospira 25 ml/ml, Hospira Velká Británie), 
0,2 µg/ml doxorubicinu (Doxorubicin Teva 2 mg/ml, Teva Pharmaceuticals ČR), 
3,8 µg/ml gemcitabinu (Gemcirena 38 mg/ml, Fresenius Kabi, ČR) a 0,1 µg/ml vinblastinu 
(Vinblastin Teva 1 mg/ml, Vinblastini sulfas, Teva Pharmaceuticals ČR) (Tabulka 13). Po 
96 hodinách byly buněčné kultury fotograficky dokumentovány prostřednictvím 
zobrazovacího systému Olympus IX81 – CellR (kamera Hamamatsu Orca-ER, invertovaný 
mikroskop Olympus IX 81 (Olympus; Tokyo, Japonsko) [162]. 

 

4.9 Transmisní elektronová mikroskopie 

Ultrastrukturální organizace buněk BC44Fibr včetně klíčových znaků nádorově 
asociovaných fibroblastů byla posouzena pomocí elektronové transmisní mikroskopie 
[176, 177]. Nádorově asociované fibroblasty BC44Fibr byly vysety v různých ředěních na 
krycí sklíčka, následně fixovány 2 % glutaraldehydem (Agar Scientific, Stansted, Essex, 
Velká Británie) a poté ještě 1% OsO4 v Sorensenově pufru (0,1 M, pH 7,2 – 7,4). 
Následně byla sklíčka dehydratována a zalita epoxidovou prychyřicí Epon-Durcupan 
(Sigma, Praha, ČR). Ultrastrukturální analýzy ultratenkých řezů (70 – 90 nm) byly 
provedeny transmisním elektronovým mikroskopem Morgagni 268 při napětí 80 kV 
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a  mikroskopem TECNAI G2 20 LaB6 při napětí 200 kV. Pro zvýraznění kontrastu 
ultrastruktur byla na ultratenké řezy aplikována uranylacetáza (Agar Scientific Stansted, 
Essex, Velká Británie). Obrazy byly zachyceny fotoaparátem Mega View III CCD 
(Olympus Soft Imaging Solutions, Tokyo, Japonsko). Analýzy proběhly ve spolupráci 
s ÚMG AV ČR v Praze, oddělení Biologie buněčného jádra [90]. 

 

4.10 Kontrakční kolagenový test 

Schopnost stromálních buněk BC44Fibr kontrahovat kolagenový gel je jedním 
z typických znaků aktivovaných fibroblastů [178]. Analýza byla provedena pomocí 
komerčně dostupného gel-kontrahujícího kitu (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA). 
Suspenze buněk BC44Fibr o koncentraci 2 x 106 byla smíchána s vychlazeným roztokem 
kolagenu v poměru 1:4. Do 24jamkové destičky bylo napipetováno vždy po 0,5 ml vzniklé 
směsi a po dobu 1 hodiny inkubováno při 37°C. Po polymerizaci kolagenu bylo do každé 
jamky ještě přidáno 1 ml kultivačního média a destička byla umístěna do 37°C. Fotografie 
volně plovoucích kolagenových gelů byly pořízeny ihned po jejich uvolnění ode dna 
jamky, dále po 24, 48 a 288 hodinách pomocí inverzního mikroskopu Olympus IX81 – 
CellR s příslušenstvím (Olympus, Tokyo, Japonsko) a analyzovány pomocí softwaru 
ImageJ (FIJI). Průměry plovoucích gelů byly statisticky zpracovány pomocí Mann-
Whitney U-testu na hladině významnosti α = 0,05. 

 

4.11 Stanovení viability in vitro pomocí hodnocení funkce mitochondrií 
(MTT) 

Pro stanovení viability buněk v prostředí různých koncentrací cytostatik byl použit 
test funkce mitochondriálních dehydrogenáz [162]. Na 96jamkovou destičku s rovným 
dnem (TPP, Švýcarsko) bylo nasazeno 7 000 buněk v celkovém objemu 200 μl média. 
Buňky byly kultivovány 24 hodin ve standardním CO2 inkubátoru při 37 °C (Sanyo, 
Japonsko). Po 24 hodinách bylo k buňkám přidáno 20 μl roztoku cytostatika (Doxorubicin, 
Metotrexát, Vinblastin, Cisplatina, a Gemcitabin) v sestupných koncentračních řadách. 
(Tabulka 13). Po 48 hodinách bylo k buňkám přidáno 20 μl žlutého roztoku MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma, Praha, ČR) v koncentraci 
5 mg/ml fosfátového pufru a kultivační destička byla ponechána 2,5 hodiny při 
37  °C  přikrytá alobalem. Poté bylo médium s cytostatiky opatrně odsáto a vzniklé fialové 
krystaly byly rozpuštěny ve 200 μl rozpouštědla (DMSO a absolutní etanol v poměru1:1) 
a  za mírného protřepávání byly buňky ponechány při pokojové teplotě 30 minut. Ke 
kvantitativnímu vyhodnocení MTT testu byla využita metoda absorpční spektrofotometrie 
(BioTek, Winooski, Vermont, USA). Pro vybrané koncentrace testovaných látek byla 
sestavena časová závislost viability, kterou v logaritmickém měřítku reprezentuje 
sigmoidní křivka. Výsledné naměřené hodnoty absorbancí dvou souborů byly analyzovány 
pomocí neparametrického Mann-Whitney U testu pro hladinu významnosti α = 0,05. Tento 
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pořadový test vyhodnotil statistickou významnost rozdílu mediánů dvou souborových 
hodnot, tedy hodnot absorbancí pro linie BC44 a linii BC44DoxoR resp., RT112, 
RT112Heidelberg a RT112D21. Koncentrace jednotlivých použitých cytostatik jsou 
uvedeny v tabulce 13.  

Tabulka 13 – Koncetrace aplikovaných cytostatik 

Cytostatika 
  

µg/ml fosfátového pufru 
ředění 

 mg/ml 0x 10x 100x 1000x 10000x 100000x 1000000x 
Cisplatina 0,5 500 50 5 0,5 0,05 0,005 0,0005 

Doxorubicin 2 2000 200 20 2 0,2 0,02 0,002 
Gemcitabin 38 38000 3800 380 38 3,8 0,38 0,038 

Metotrexát 25 25000 2500 250 25 2,5 0,25 0,025 
Vinblastin 1 1000 100 10 1 0,1 0,01 0,001 
 
 

4.12 Analýza chemorezistence v kokultivačním systému stromálních 
a nádorových buněk 

Stromální fibroblasty BC44Fibr a nádorové buňky BC44 byly společně 
kokultivovány po dobu 5 dní. Poté byly po dobu 48 hodin vystaveny roztoku cisplatiny 
(0,5 μg/ml). Detekce mitochondriální apoptózy byla provedena pomocí kitu Mitocapture™ 
(BioVision Incorporation, CA, USA) a obrazová dokumentace byla pořízena inverzním 
mikroskopem Olympus IX81 – CellR s příslušenstvím (Olympus, Tokyo, Japonsko) [128]. 

 

4.13 Vyhodnocení buněčné proliferace pomocí xCelligence systému  

xCelligence systém (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) monitoruje buněčné 
události v reálném čase měřením elektrické impedance pomocí mikrolelektrod umístěných 
na dně každé kultivační jamky. RTCA software počítá buněčný index (CI, cell index) jako 
relativní změnu měřené impedance. 10 000 buněk ve 200 μl média bylo vysazeno na 
16jamkovou destičku E plate 16 (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA). Dynamika 
proliferace a růstu byla monitorována každých 15 minut po dobu 77 hodin. Analýza 
buněčné proliferace byla provedena přesně podle intsrukcí výrobce (ACEA Biosciences, 
Sandiego, CA, USA). Vyhodnocením dat byly získány dvě základní charakteristiky 
buněčného růstu, rychlost růstu buněk v exponenciální fázi (k, směrnice) a čas zdvojení 
(DT, doubling time). Ke statistickému zpracování dat byl použit neparametrický Mann-
Whitney U-test na hladině významnosti α = 0,05. 
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4.14 Fenotypizace povrchových znaků buněčné linie RT112Heidelberg 
pomocí qPCR 

Buněčná linie RT112Heidelberg byla kultivována do různých stupňů buněčných 
denzit. Z pelety buněk byla vyizolována RNA a vodou naředěna na koncentraci 12,5 ng/µl. 
Následně byla provedena reverzní transkripce. Pro zvýšení čistoty byly vzorky (8 µl 
vzorku + 2 µl H2O) inkubovány s 2 µl DNázy I po dobu 10 minut a při teplotě 75 °C. 
K vzorkům byly následně přidány 2 µl RT MasterMix1 (1 µl náhodných hexamerů, 1 µl 
deoxynukleotidů v poměru 1:1:1:1). Po 5 minutách v 65°C a následném ochlazení na ledě 
bylo přidáno 6 µl RT MasterMix2 (4 µl pufru, 1µl dithiotreitolu, 1 µl SuperScript III RT, 
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA).  

Exprese vybraných transkripčních faktorů (OCT-4, SOX-2, TWIST1, TWIST2, 

CEBPA, CEBPB, c-MYC, ZEB1, ZEB2) a povrchových receptorů CD44 a CD133 byla 
analyzována pomocí qPCR. K qPCR MasterMix (8,2 µl H2O, 10 µl SYBR Greenu, 0,4 µl 
forward primeru, 0,4 µl reverse primeru) byl přidán 1 µl vzorku. Parametry reverzní 
transkripce a qPCR jako je délka, počet a teplota cyklů jsou uvedeny v tabulce 14 
a sekvence použitých primerů v tabulce 15.  

 

Tabulka 14 – Sekvence použitých primerů, primery byly darovány laboratoří MUDr. Zdeňka 
Hodného, Ph.D., Ústav molekulární genetiky, Akademie věd ČR [160] 

Gen  Fwd primer  Rev primer  
OCT-4  CAGCTTGGGCTCGAGAAG  CCTCTCGTTGTGCATAGTCG  
SOX-2  CAAGATGCACAACTCGGAGA  GCTTAGCCTCGTCGATGAAC  
TWIST-1  GCAGGACGTGTCCAGCTC  CTGGCTCTTCCTCGCTGTT  
TWIST-2  GCAAGAAGTCGAGCGAAGAT  GCTCTGCAGCTCCTCGAA  
CEBPA  AGGAGGATGAAGCCAAGCAG

CT  
AGTGCGCGATCTGGAACTGC
AG  

CEBPB  CGCTTACCTCGGCTACCA  ACGAGGAGGACGTGGAGAG  
C-MYC  CCTACCCTCTCAACGACAGC  ACTCTGACCTTTTGCCAGGA  
ZEB-1  GGCATACACCTACTCAACTAC

GG  
TGGGCGGTGTAGAATCAGAG
TC  

ZEB-2  AATGCACAGAGTGTGGCAAG
GC  

CTGCTGATGTGCGAACTGTAG
G  

CD44  CCAGAAGGAACAGTGGTTTG
GC  

ACTGTCCTCTGGGCTTGGTGT
T  

CD133  TTTTGCGGTAAAACTGGCTAA  CCATTTTCCATATTTTTCATG  
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Tabulka 15 – Průběh reverzní transkripce a kvatitativní PCR 

 Teplota Čas (minuty) Počet pakování 
cyklu 

Reverzní transkripce 65°C   
 0°C 5 1 
 25°C 1 1 
 50°C 5 1 
 70°C 50 1 
 15°C 15  1 
 Teplota Čas (minuty) Počet pakování 

cyklu 
qPCR 95°C 10 1 
 95°C 30 40 
 55°C 1 40 
 72°C 1 40 
 95°C 1 1 
 55°C 30 1 
 95°C 30 1 

 

Z naměřených hodnot byla vypočítána relativní hodnota exprese R = 2(-ΔCt), kde ΔCt 
testovacího vzorku = Ct cílového genu – Ct house-keeping genu. Tyto hodnoty byly 
získány za použití programu GenEx v6 (http://www.biomcc.com/genex-software.html). 

 

4.15 Analýza morfologie buněk při epiteliálně mezenchymální tranzici 

Vhodná koncentrace buněk RT112Heidelberg byla vyseta na 6jamkovou destičku 
a buňky se nechaly narůst do různých stupňů buněčné denzity. Morfologie buněk byla 
hodnocena fázovým kontrastem pomocí invertovaného mikroskopu Olympus IX81 – CellR 
s příslušenstvím (Olympus, Tokyo, Japonsko). 

 

4.16 Klonogenita v polotekutém substrátu (1,5% metylcelulóze) 

Klonogenita v polotekutém médiu byla kvantifikována jako počet buněčných kolonií 
(sfér), které jsou adherentní nádorové buňky schopny vytvořit bez možnosti přichycení na 
dno kultivačního plastu [179]. Po rutinní trypsinizaci byly buňky zcentrifugovány, 
resuspendovány v 1,5% metylcelulóze (Sigma, Praha, ČR) rozspuštěné v plně 
suplementovaném médiu DMEM a vysazeny v počtu 20 000 buněk/jamku (Ultra-Low 
Attachment Surface 6-well plates, Corning, USA). Při některých analýzách byly nádorové 
buňky vysety do polotekutého substrátu nad konfluentní monovrstvu stromálních 
BC44Fibr. Po 2 – 3 týdnech byly vzniklé kolonie spočítány a fotograficky 
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zdokumentovány pomocí mikropskopu Olympus IX81 – CellR s příslušenstvím (Olympus, 
Tokyo, Japonsko). Výsledky analýz byly hodnoceny pomocí Mann-Whitney U-testu na 
hladině významnosti α = 0,05. 

 

4.17 Detekce apoptózy použitím Annexin V Alexa Fluor® 568 

Buňky SW780 byly kultivovány samostatně a v kokultivaci s BC44Fibr, vysety na 
24jamkovou destičku a vystavené 20 ng/ml ligandu TRAIL po dobu 5 hodin. Po té bylo 
k buňkám přidáno 8 μL Annexin V Alexa Fluor® 568 conjugate (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, California, USA) ve 200 μL Annexin-Binding Bufferu (10 mM 
HEPES, 140 mM NaCl, a 2,5 mM CaCl2, pH 7,4) a směs inkubována při pokojové teplotě 
po dobu 15 minut. Po opláchnutí annexinovým pufrem byly buňky analyzovány pomocí 
fluorescenčního mikroskopu Olympus AX70 vybaveným Olympus DP71 kamerovým 
systémem při zvětšení 10x (Olympus, Tokyo, Japonsko). Analýzy byly provedeny v rámci 
spolupráce s Dr. Z. Czubou z Ústavu mikrobiologie a imunologie Lékařské fakulty 
v Katowicích v Polsku [163]. 

 

4.18 Detekce apoptózy pomocí průtokového cytometru 

Buňky SW780 byly kultivovány samostatně a v kokultivaci s BC44Fibr, vysety na 
24jamkovou destičku a vystavené různým koncentracím ligandu TRAIL (25 – 100 ng/ml) 
po dobu 20 hodin. Poté byly buňky trypsinizovány a resuspendovány v 1 ml annexinového 
pufru. 500 μl buněčné suspenze bylo inkubováno s 5 μl Annexin V-PE a 10 μl 7-AAD ve 
tmě po dobu 10 minut. Populace Annexin V pozitivních buněk byla analyzována pomocí 
průtokového cytometru BD FACScan Becton Dickinson Immnunocytometry Systems 
(Becton Dickinson, San José, CA, USA). Pilotní analýzy byly provedeny v rámci 
spolupráce s Dr. Z. Czubou z Ústavu mikrobiologie a imunologie Lékařské fakulty 
v Katowicích v Polsku [163]. 
 

4.19 Elisa analýza 

Analýzy ELISA byly prováděny přesně podle instrukcí výrobců pomocí komerčně 
dostupných kitů – IL-8 (ImmunoToolsGmbH, Friesoythe, Německo) a HGF (R&D 
Systems, minutneapolis, Minesota, USA). Ke statistickému zpracování dat byl použit 
neparametrický Mann-Whitney U-test na hladině významnosti α = 0,05. Analýzy byly 
provedeny ve spolupráci s Ústavem biochemie II, Univerzitní nemocnice v Jeně 
v Německu [169].  
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4.20 Hodnocení intenzity exprese CD90 u stromálních fibroblastů 
BC44Fibr 

Celkem bylo hodnoceno 344 vzorků histologických preparátů značených na CD90 
u pacientů Uppsalské univerzitní nemocnice z let 1984 až 2005 [180]. Histologické řezy 
byly značeny pomocí automatického přístroje Ventana Benchmark Discovery, NexES 
V10.6 (Ventana, Tuscon, Arizona, USA) primární králičí monoklonální protilátkou anti-
CD90 (Abcam, Velká Británie) zředěnou pufrem v poměru 1: 100 (Ventana, Tuscon, 
Arizona, USA) po dobu 1 hodiny při laboratorní těplotě. Po té se po dobu 32 minut 
a laboratorní teplotě inkubovaly vzorky se sekundární protilátkou (OmniMab anti-Rb-
HRP, Ventana, Švýcarsko). Intenzita CD90 byla hodnocena použitím čtyřstupňového skóre 
(0 – negativní, 1 – lehká intenzita, 2 – střední intenzita a 3 – vysoká intenzita) dvěma 
jedinci nezávisle na sobě. Pro konečnou analýzu byla vypočítána průměrná hodnota. 
Asociace mezi expresí CD90 a klinicko-patologickými parametry (věk, pohlaví, TNM 
klasifikace a grade) byly analyzovány pomocí Gamma testu na hladině významnosti 
α  =  0,05. Celkové přežití bylo vypočítáno jako doba od data operace do data úmrtí nebo 
posledního sledování po pěti letech.  Výpočty byly provedeny pomocí statistického balíčku 
IBM SPSS Statistics Version 24 (IBM Corp. Released 2016. IBM SPSS Statistics for 
Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.) Studie byla provedena ve spolupráci 
s  Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu.  

 

4.21 Respirometrie pomocí oxygrafu Oroboros 

Spotřeba kyslíku buňkami uvedenými v tabulce 16 byla měřena ve skleněných 
komůrkách oxygrafu Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko) o objemu 2 ml. 
Oxygraf byl kalibrován s kultivačním médiem na okolní atmosférický tlak a teplotu 37°C 
(koeficient rozpustnosti kyslíku 0,89) [181]. Spotřeba kyslíku byla analyzována on-line 
pomocí softwaru DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) jako záporně vzatá 
časová derivace koncentrace kyslíku v komoře vyjádřená v pmol O2/s.106 buněk 
a korigovaná na ROX a instrumentální pozadí. Po kalibraci byly komory uzavřeny 
a  následně injikovány buňky pomocí Hamiltonovy stříkačky. Nejprve se měřil 
fyziologický stav rutinního stavu dýchání (ROUTINE; R), k indukci stavu LEAK (spotřeba 
kyslíku potřebná pro transport elektronů nutná na kompenzaci úniku protonů přes vnitřní 
mitochondriální membránu) byl použit oligomycin (2 μg/ml) [182]. Pro vyvolání stavu 
ETS (E) byl aplikován rozpřahovač trifluorhydrokarbonylkyanid fenylhydrazon (FCCP, 
titrační stupně 0,05 µmol/l). Zbytková spotřeba kyslíku (ROX) byla stanovena podáním 
antimycinu A (2,5 μmol/l). Ve výsledcích byly kyslíkové toky zaznamenané v jednotlivých 
titračních krocích korigovány na ROX. Výsledná data byla vypočtena jako průměr ± SD. 
Statistické rozdíly byly analyzovány pomocí softwarového balíčku 
STATISTICA CZ, 8 (StatSoft Inc., Praha, ČR). Po testování normální distribuce 
a  homogenity odchylek byla data srovnána pomocí t-testu.  
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Tabulka 16 – Seznam buněčných linií, u kterých byla měřena spotřeba kyslíku oxygrafem 
Oroboros (Oroboros, Innsbruck, Rakousko) 

BC44 
BC44 v kokultivaci s BC44Fibr 
BC44DoxoR 

 

4.22 Aktivita citrátsyntázy 

Aktivita citrátsyntázy se využívá ke standardizaci oxygrafických měření nebo 
k odhadu množství mitochondrií. Aktivita enzymu se stanovovala z buněk zbylých 
v komůrkách po oxygrafických měřeních pomocí světelné spektroskopie. 
K homogenizovanému obsahu komůrek (200 µl) bylo přidáno 800 µl média (0,1 mmol 
5,5-dithio-bis2-nitrobenzoová kyselina, 0,25 % Triton-X, 0,5 mmol/l oxalacetát, 
0,31 mmol/l acetylkoenzym A, 5 µmol EDTA, 5 mmol/l trietanola minut hydrochlorid 
a  0,1 mol/l Tris-HCl pH 8,1). Vzniklá směs byla měřena při vlnové délce 412 nm, 30 °C 
po dobu 200 s. Výsledná hodnota aktivity enzymu byla vyjádřena v mIU na 1.107 buněk. 
Statistická analýza byla provedena pomocí OriginPro2017 software (OriginLab 
Corporation, Northampton, Massachusetts, USA). Po testování normálního rozložení byla 
data srovnávána pomocí statistické metody Stedentova T testu na hladině významnosti α = 
0,05. 
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5 Výsledky výzkumu a diskuse 

5.1 Výsledky vztahující se k cíli 1 

Cíl 1: – Blíže charakterizovat stávající etablované modely chemorezistence 
(RT122/RT112D21) a ustanovit modely nové (BC44DOXOR) pro zkoumání podstaty 
vzniku mnohočetné lékové rezistence 

5.1.1 Základní charakteristika a původ buněčného modelu RT112/RT112D21 

Chemoterapie představuje jednu ze základních možností léčby zhoubných novotvarů. 
Velmi často je však pozorována odolnost vůči aplikované chemoterapii, kdy 
chemorezistentní nádorové buňky mohou získat schopnost vyhnout se působení i více 
třídám různých protinádorových léků současně. Abychom lépe porozuměli procesům, které 
jsou základem klinické chemorezistence, využili jsme dostupného modelu buněčných 
kultur, který se skládá ze dvou klonálně příbuzných buněčných linií - RT112 a od ní 
odvozené dceřiné linie RT112D21 rezistentní k doxorubicinu [164, 165]. Buněčné linie 
(RT112 a RT112D21 resp. RT112Heidelberg) byly získány jako laskavý dar od 
Dr. M. S. Michela z Urologické kliniky Lékařského centra v Mannheimu a byly použity 
v rámci spolupráce s prof. W. A. Schulzem z Urologické kliniky Heinrich-Heineho 
univerzity v Düsseldorfu [164, 165]. V průběhu pilotních analýz však bylo náhodně 
zjištěno, že původní mateřská buněčná linie RT112 se chová jinak, než bylo popsáno 
v odborné literatuře. Marshall et al., který ji v roce 1977 ustanovil a charakterizoval, uvádí, 
že tato linie není klonogenní, a tedy není schopna růst v polotekutém substrátu (počet 
kolonií 0) [183]. Naše výsledky však ukázaly, že jedna ze získaných buněčných linií pod 
názvem RT112 je klonogenní a je schopna v 1,5% metylcelulóze tvořit buněčné kolonie, 
tzv. sféry (počet kolonií 40 ± 32). Výsledky jsou shrnuty v tabulce 17 a na obrázku 17. 
Obrázek 16 ukazuje základní morfologii buněk, RT112 vykazují epiteliální tvar, zatímco 
u  RT112Heidelberg pozorujeme aberantní buňky, které mají spíše mezenchymální tvar. 
Z výše uvedeného důvodu byla buněčná linie původně získána pod názvem RT112 
nazvána RT112Heidelberg. 

 
Obrázek 16 – Morfologie buněk nádorové buněčné linie RT112 a RT112Heidelberg, fázový 

kontrast, zvětšeno 10x 
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Obrázek 17 – Klonogentita v polotekutém médiu (Podle Marshall et al. je původně získaná 

buněčná linie RT112 neklonogenní, naše výsledky však ukázaly, že je schopna tvořit buněčné 
kolonie. Tato buněčná linie byla pojmenována RT112Heidelberg [184], (n = 6, p = 0,0022) 

 

Tabulka 17 – Počet buněčných kolonií u nádorových buněčných linií rodiny RT112 

Nádorová buněčná linie Počet buněčných kolonií 
RT112 0 ± 0 
RT112Heidelberg (původně získaná jako RT112) 40 ± 32 
RT112D21 95 ± 45 

 

Oveřením genetické identity buněčných linií rodiny RT112 bylo zjištěno, že všechny 
tři buněčné linie mají společný genetický původ. Buněčné linie RT112Heidelberg 
a RT112D21 jsou si více podobné a pravděpodobně je linie RT112D21 subklonem buněné 
linie RT112Heidelberg a nikoli subklonem přímo z linie RT112. Genetická identita 
buněčných liní RT112 rodiny je uvedena v tabulce 18.  

Při analýze karyotypů se opět potvrdilo, že buněčné linie RT112 a RT112Heidelberg 
nejsou liniemi totožnými [165]. Zatímco buněčná linie RT112 byla monoklonální, její 
komplexní karyotyp měl 46 chromozomů a vykazovala 12 chromozomových aberací, tak 
RT112Heidelberg byla polyklonální [49], hlavní klon měl 87 chromozomů 
a 49 chromozomových aberací a vedlejší klon měl má 89 chromozomů 
a 49 chromozomových aberací. Rezistentní linie RT112D21 byla také polyklonální a bylo 
u ní možné identifikovat dva hlavní a dva dlejší klony. Cytogenetické vyšetření 
jednoznačně prokázalo, že buněčná linie považovaná za RT112 (nyní již pod názvem 
RT112Heidelberg), je ve skutečnosti jiná buněčná linie. V řadě RT112, RT112Heidelberg 
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a RT112D21 byl prokázán vzrůstající výskyt cytogenetických markerů nádorové progrese, 
jako jsou například komplexita a nestabilita karyotypu, vícenásobné přestavby stejného 
chromozomu a přestavby související s nádorovou progresí. Celkové výsledky 
cytogenetického vyšetření tak podpořily domněnku, že chemorezistentní buněčná linie 
RT112D21 nebyla odvozena přímo z linie RT112 ale z agresivnější dceřiné buněčné linie 
RT112Heidelberg a jedná se tedy o progresivní model tří nádorových buněčných linií. 
Výsledky karyotypů jednotlivých buněčných linií a jejich klonů jsou uvedeny na obrázcích 
18 a 19. 

 

Tabulka 18 – Genetická identita buněčných linií RT112 (data byla analyzována na Urologické 
klinice Heinrich-Heineho univerzitě v Düsseldorfu a získána v rámci spolupráce 

s  prof. W.A.   Schulzem) 

Název genetického 
markeru 

RT112 RT112Heidelberg RT112D21 

Hum VWA 14-17 17-17 17-17 
D19S433 13-15 13-15 13-15 
D18S51 17-17 15-15 15-15 
Hum TH01 7-7 7-7 7-7 
D21S11 27(28-28) 30 27(28-28) 30 27(28-28) 30 
D8S1179 13-15 13-15 13-15 
D3S1358 15-15 15-15 15-15 
D2S1338 17-24 27-24 27-24 
FGA 25-25 23-23 23-23 
SE33 2-28,2 20-29,2 20-29,2 
D16S539 11-13 11-13 11-13 
Amel XX XX XX 
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Obrázek 18 - Karyotypy jednotlivých buněčných linií rodiny RT112 ukazují, že RT112 

a RT112Heidelberg nejsou totožné totožné buněčné linie, za které byly původně vydávány 
(Výsledky byly získány v rámci spolupráce s Ústavem lékařské genetiky Fakultní nemocnice 

v Plzni.) [172] 
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Obrázek 19 – Metoda Multicolor – FISH u buněčných linií RT112, RT112Heidelberg a RT112D21 

ukázala, že linie se liší v počtu klonů i v chromozomových přestavbách (Výsledky byly získány 
v rámci spolupráce s Ústavem lékařské genetiky Fakultní nemocnice v Plzni.) [172] 
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Pilotní test chemorezistence pomocí MTT testu na progresivní buněčné sérii RT112 
(RT112, RT112Heidelberg a RT112D21) ukázal, že buněčné linie nevykazují ideální 
fenotyp mnohočetné lékové rezistence, neboť se potvrdila rezistence pouze na doxorubicin, 
gemcitabin a metotrexát. Na cisplatinu je linie RT112D21 dokonce citlivější než RT112 
a RT112Heidelberg. Výsledky MTT pro jednotlivá cytostatika jsou uvedeny na obrázku 
20. Způsob ředění cytostatik a jejich koncentrace je uvedena v tabulce 13. 
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Obrázek 20 – Pilotní výsledky viability buněčných liní RT112, RT112Heidelberg a RT112D21 při 
aplikaci běžně užívaných chemoterapeutik po dobu 48 hodin (CTRL označuje viabilitu buněk, 

které nebyly vystaveny žádné koncentraci cytostatika. Způsob ředění cytostatik a jejich 
koncentrace jsou popsány v tabulce 13) 

 

Kromě toho, že se tato progresivní serie buněčných linií ukázala při pilotních testech 
jako nevhodný model chemorezistence, bylo při náhodném pozorování objeveno, že 
morfologie buněk RT112Heidelberg, které byly kultivovány v různém stupni buněčné 
denzity, se výrazně lišila. Následné analýzy fenotypu v závislosti na hustotě buněčné 
kultury opravdu potvrdila, že konfluentní kultura výrazněji vykazovala mezenchymální 
morfologii. Morfologie buněk RT112Heidelberg v různém stupni buněčné hustoty je 
doložena na obrázku 21. 
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Obrázek 21 – Buněčná linie RT112Heidelberg v konfluentním (mezenchymální morfologie) 

a subkonfluentním stavu (epiteliální morfologie), fázový kontrast, zvětšeno 4x 
 

Stejný výsledek se potvrdil i při imunofluorescenčním značení na typické 
mezechymální a epiteliální markery. Konfluentní kultura vykazovala silnou pozitivitu na 
protein vimentin a velmi slabý signál na epiteliální marker E-cadherin. Naopak jak ukazuje 
obrázek 22 kultura v subkonfluentním stavu byla vysoce pozitivní na E-cadherin a téměř 
úplně negativní na vimentin jakožto typický mezenchymální marker. 

 

 
Obrázek 22 – Reverzibilní epiteliálně-mezenchymální tranzice u nádorové buněčné linie 

RT112Heidelberg v závislosti na buněčné hustotě kultury (konfluentní kultura je pozitivní na 
vimentin a negativní na E-cadherin, subkonfluentní kultura je pozitivní na E-cadherin negativní na 

vimentin), zvětšeno 4x 
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Stejný trend se ukázal i při expresní analýze transkripčních faktorů (TWIST1, 

TWIST2, ZEB1, ZEB2), které pozitivně regulují epiteliálně-mezenchymální přeměnu [185]. 
Vyšší exprese markerů epiteliálně-mezenchymální tranzice byla pozorována u buněk, které 
byly kultivovány v konfluentní kultuře. Obrázek 23 ukazuje porovnání exprese CD47, 
CD90, CD44 a CD49f a mRNA pro vybrané geny. 

 
Obrázek 23 – Porovnání exprese CD47, CD90, CD44 a CD49f (měřeno FCM, vedlejší osa) 

a mRNA pro vybrané geny (qPCR, hlavní osa). AU = „arbitrary unit“, arbitrární jednotka, která 
byla vypočtena pro větší přehlednost grafu. Výsledky byly získány ve spolupráci s laboratoří 

Dr. K. Drbala z Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze [185] 
 

Analýza kmenového fenotypu průtokovou cytometrií (CD47 a CD44), jejíž výsledky 
jsou uvedeny na obrázku 24 a imunofluorescenční značení buněk na kmenové markery 
popsané u uroteliálního karcinomu (CK17, pERK) a uvedené na obrázku 25, vykazovaly 
přesně opačný trend, než byl nalezen u markerů epiteliálně-mezenchymální tranzice 
(TWIST1, TWIST2, ZEB1, ZEB2) tzn., že vyšší expresi kmenových markerů mají buňky, 
které mají zároveň nižší expresi transkripčních faktorů regulujících epiteliálně-
mezenchymální tranzici. Konfluentní kultura RT112Heidelberg vykazovala velmi slabý 
signál na typické kmenové znaky, zatímco subkonfluentní kultura RT112Heidelberg 
exprimovala silný pozitivní signál proteinů, které nalézáme zejména u kmenových 
nádorových buněk. Celkové výsledky dokazují, že buněčná linie RT112Heidelberg 
podstupuje při buněčné kultivaci spontánní a reverzibilní epiteliálně-mezenchymální 
tranzici v závislosti na buněčné hustotě. 
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Obrázek 24 – Analýza kmenových markerů (CD44 a CD47) u buněčné linie RT112Heidelberg 

v závislosti na hustotě buněčné kultury (výsledky z průtokového cytometru ukazují, že kmenové 
markery CD44 a CD47 se vyskytují u buněčné linie, která byla kultivována v subkonfluentním 

stavu, analýza byla provedena ve spolupráci s laboratoří Dr. K. Drbala z Přírodovědecké fakulty 
Univerzity Karlovy v Praze) [185] 

 

 

 
Obrázek 25 – Analýza kmenových markerů (CK17 a pERK) u buněčné linie RT112Heidelberg 

v závislosti na buněčné hustotě buněčné kultury, zvětšeno 4x 
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Jednou z možných metod, jak analyzovat subpopulaci kmenových nádorových buněk 
in vitro, je specifická buněčná kultivace, kdy jsou buňky nuceny přežít a dělit se 
v polotekutém médiu bez kontaktu s pevným povrchem kultivačního plastu. Při nasazení 
buněk, které rostly po určitou dobu v konfluentním stavu, se ukázalo, že jejich schopnost 
takto růst je velmi malá a většina buněk tento způsob kultivace nepřežila. Buňky, které 
byly naopak kultivovány v subkonfluentním stavu prokázaly, že tento způsob růstu jim 
nečinil výrazné problémy. Obrázek 26 ukazuje výrazně menší počet buněčných kolonií, 
které vytvořily buňky kultivované ve vysoké hustotě. Výsledky našich výše uvedených 
analýz tak podporují nedávno publikovanou teorii, která vylučuje vzájemnou podmíněnost 
kmenového fenotypu a epiteliálně-mezenchymální tranzice [186, 187].  

 

 
Obrázek 26 – Klonogentita v polotekutém médiu buněčné linie RT112Heidelberg (šipkami jsou 

označené buněčné kolonie), fázový kontrast, zvětšeno 4x 
 

 
Obrázek 27 – Shrnutí důležitých parametrů buněčné linie RT112Heidelberg v závislosti na buněčné 

hustotě, fázový kontrast, zvětšeno 4x [8] 
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5.1.2 Základní charakteristika a původ buněčného modelu BC44/BC44DoxoR 

Vybraný buněčný model RT112/RT112D21 se díky výše popsaným výsledkům 
ukázal jako nestabilní a z tohoto důvodu bylo upuštěno od jeho další analýzy 
chemorezistentního fenotypu. Další námi odvozený buněčný model se skládá ze dvou 
klonálně příbuzných buněčných linií – BC44 a od ní odvozené dceřiné chemorezistentní 
linie BC44DoxoR [36]. Podrobná biologická a molekulární analýza tohoto modelu by 
mohla přispět k odhalení důležitých biologických mechanizmů terapeutické rezistence 
uroteliálního karcinomu. Schéma způsobu odvození je uvedeno v kapitole 4 Materiál 
a  metody.  

Mateřskou i dceřinou buněčnou linii jsme podrobili sérii analýz, při kterých jsme 
ověřovali jejich potenciální rezistenci i na jiná cytostatika než je doxorubicin, a která se 
zároveň běžně užívají při léčbě karcinomu močového měchýře (cisplatina, gemcitabin, 
vinblastin a metotrexát). Prvotní mikroskopická analýza, která je uvedena na obrázku 28, 
prokázala multirezistentní fenotyp buněčné linie BC44DoxoR a tento nález se nám 
podařilo potvrdit i kvantitativně testem mitochondriální funkce. Výsledky kvantitativního 
MTT testu uvedené na obrázku 29 a v tabulce 19 přesvědčivě prokázaly, že hodnota 
IC50  se pro obě linie signifikantně lišila. 
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Obrázek 28 – Mikroskopická analýza multirezistentního fenotypu BC44DoxoR buněk při aplikaci 

různých chemoterapeutik, fázový kontrast, zvětšeno 10x [162] 

Z výsledků vyplývá, že nejvyšší rezistenci vykazovala dceřiná buněčná linie 
BC44DoxoR ve vztahu k gemcitabinu, metotrexátu a vinblastinu, naopak u cisplatiny je 
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relativní rezistence nejnižší. Výsledky rezistence vůči doxorubicinu je nutno rozebrat blíže, 
protože tato látka, chemicky dostupná jako injekční roztok hydrochloridu doxorubicinu, je 
již komerčně dodávána jako barevný roztok s absorbancí ve viditelné oblasti přibližně při 
vlnové délce λ = 550 nm. Test funkce mitochondrií (MTT) byl měřen při vlnové délce 
λ = 490 nm a díky interkalační schopnosti doxorubicinu do molekuly DNA docházelo při 
nižších ředěních cytostatika k obarvení buněk a tudíž ke zkreslení výsledků. Tyto výsledky 
samozřejmě nejsou součástí statistického zpracování. Při vyšších ředěních již barevnost 
původního zásobního roztoku nehrála roli a data se spolehlivě statisticky potvrdila. [162].  
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Obrázek 29 – Výsledky MTT testu mateřské buněčné linie BC44 a dceřiné rezistentní buněčné linie 

BC44DoxoR při aplikaci sestupné koncentrační řady jednotlivých chemoterapeutik 
(n = 9, p < 0,05), (CTRL označuje viabilitu buněk, které nebyly vystaveny žádné koncentraci 

cytostatika. Způsob ředění cytostatik a jejich koncentrace jsou popsány v tabulce 13) [162] 
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Rezistentní buněčná linie BC44DoxoR vykazuje oproti své mateřské buněčné linii 
BC44 signifikantně nižší proliferační aktivitu. Jak se ukázalo na obrázcích 30 a 31, čas 
zdvojení buněčné linie BC44 je v exponenciální fázi méně než 5 hodin, zatímco u buněčné 
linie BC44DoxoR je více než 35 hodin. 

 

Obrázek 30 – Růstové křivky mateřské buněčné linie BC44 a dceřiné buněčné linie BC44DoxoR 
analyzované pomocí xCelligence systému (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) 

(n = 8, p = 0,0016) 

 
Obrázek 31 – Regresní přímky proložené body růstové křivky v exponenciální fázi u buněčné linie 

BC44 (n = 8, p < 0,05) a dceřiné buněčné linie BC44DoxoR (n = 5, p < 0,05) 
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5.2 Výsledky a diskuse vztahující se k cíli 2 

Cíl 2 Odvození modelu chemorezistence založeném na komplexní patofyziologii 
nádorového mikroprostředí 

Nádor představuje komplexní ekosystém založený na vzájemných interakcích mezi 
buněčným transformovaným parenchymem a ostatními stromálními, převážně normálními 
buňkami. Relativní přínos jednotlivých buněčných typů k rozvoji a progresi onemocnění se 
může podstatně lišit u různých typů karcinomů. Publikované výsledky ukazují, že 
u karcinomu močového měchýře má stroma zcela zásadní vliv, stromální buňky aktivují 
růst nádorových buněk, podporují motilitu a schopnost invazivity, modulují metabolické 
a imunitní odpovědi nádoru a podporují chemorezistenci na aplikovanou léčbu [90, 128, 
168, 188]. Výraznou překážkou pro experimentální analýzu těchto komplexních 
mechanismů chemorezistence je skutečnost, že u uroteliálního karcinomu dosud nebyla 
v  literatuře popsána žádná stromální nádorová buněčné linie. Doposud se zatím využívaly 
heterologní systémy různého původu, které studovaly interakce mezi stromálními 
a  karcinomovými buňkami [168, 189, 190] či primárně kultivované fibroblasty karcinomu 
močového měchýře, které jsou však kultivovatelné pouze omezeně [169, 175]. 

Při odvození karcinomové buněčné linie BC44 [160] se díky rozsáhlé infiltraci 
mezenchymálními buňkami podařila současně ustanovit také buněčná linie fibroblastů 
nazvaná BC44Fibr. Pomocí rozdílné adhezivity obou typů buněk bylo možné diferenciální 
trypsinizací buňky elegantně oddělit a zíkat tak dvě čisté buněčné kultury. Po 3 –
 4 pasážích došlo u fibroblastů k senescenci, ale pomocí retrovirové transdukce geny 
hTERT byly fibroblasty imortalizovány. Výhoda této linie je, že pochází ze stejného 
klinického vzorku jako buněčná linie BC44, a jsou tedy generovány ze stejného 
genetického pozadí [161]. Obrázek 32 ukazuje primární nádorovou buněčnou kulturu 
BC44 a BC44Fibr v subkonfluetním stavu, zatímco obrázek 33 zachycuje stejné buňky již 
jako laboratorně připravenou kokultivaci. Morfologie samostatně kultivovaných 
fibroblastů BC44Fibr je ukázána na obrázku 35. 
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Obrázek 32 – Primární nádorová buněčná kultura BC44 a BC44Fibr v subkonfluetním stavu, 

zvětšeno 4x 
 

 
Obrázek 33 – Laboratorně připravená kokultivace BC44 a BC44Fibr, v konfluentním stavu, 

zvětšeno 4x 
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5.2.1 Základní charakteristika a původ BC44Fibr 

Původ fibroblastů v mase nádoru může být vysvětlen několika způsoby. Jedním 
z nich je epiteliálně-mezenchymální tranzice, kterou podstoupí epitelové nádorové buňky, 
další možností je existence lokální populace původních fibroblastů vyskytující se běžně 
v močovém měchýři či nešťastnou kontaminací nepříbuznými fibroblasty v průběhu 
buněčné kultivace. Námi popisované fibroblasty BC44Fibr vykazují na rozdíl od epiteliání 
buněčné line BC44 normální diploidní karyotyp a normální profil CGH včetně 
chromozomálních oblastí 17p, 3p a 9q, což dokazuje, že jejich původ epiteliálně-
mezenchymální tranzicí z karcinomových buněk je vyloučen. Výsledky komparativní 
genomické analýzy a karyotypické analýzy jsou uvedeny na obrázcích 34 a 36. Odpověď 
fibroblastů na genotoxický stres zprostředkovaná p53  a vyvolaná 24hodinovou expozicí 
doxorubicinu (Obrázek 37) byla na rozdíl od buněčné linie BC44 normální, což je další 
argument, který vyvrací původ fibroblastů díky epiteliálně-mezenchymální tranzici [161]. 

 
 

 
Obrázek 34 – BC44Fibr mají normální diploidní karyotyp, BC44 mají aneuploidní karyotyp. 
Analýza karyotypů vylučuje původ fibroblastů pomocí epiteliálně-mezenchymální tranzice 

(výsledky byly získány v rámci spolupráce s Ústavem lékařské genetiky Fakultní nemocnice 
v  Plzni) 
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Obrázek 35 – Morfologie stromálních buněk BC44Fibr, fázový kontrast, zvětšeno 10x 

 
 

 
Obrázek 36 – Výsledek komparativní genomické analýzy dokládá normální profil BC44Fibr včetně 

oblastí 17p, 3p a 9q (čísla označují chromozomy) 
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Obrázek 37 – BC44Fibr mají normální odpověď p53 na genotoxický šok vyvolaný 24hodinovou 
expozicí 300 nM doxorubicinu, což vylučuje jejich původ procesem epiteliálně-mezenchymální 

tranzice, zvětšeno 10x 
 

Výsledky DNA analýzy uvedené v tabulce 19 ukázaly, že buněčná linie BC44 
a BC44Fibr vykazují genetickou identitu a tedy kontaminace nepříbuznými fibroblasty je 
též vyloučena. Jedním ze znaků normálních suburotelových fibroblastů je exprese 
conexinu 43. Při imunofluorescenčním značení se na obrázku 38 ukázalo, že fibroblasty 
BC44Fibr jsou jednotně a silně pozitivní na tento marker, což dokládá jejich 
pravděpodobný původ [173, 174].  

 

Tabulka 19 – Genetická identita BC44 pacient (DNA izolovaná z leukocytů pacientů), BC44 (DNA 
izolovaná z buněk nádorové linie) a BC44Fibr (DNA izolována z buněk stromální linie), (data byla 
analyzována na Urologické klinice Heinrich-Heineho univerzitě v Düsseldorfu a získána v rámci 

spolupráce s prof. W.A. Schulzem) [161] 
Název genetického 
markeru 

BC44 pacient BC44 BC44Fibr 

Hum VWA 14-17 14-17 14-17 
D19S433 14-15  14-15 
D18S51 15-15 15-15 15-15 
TPOX 8-11  8-11 
Hum TH01 9,3 9,3 9,3 
D21S11 28-30,2 28-30,2 28-30,2 
D8S1179 14-14 14-14 14-14 
D5S818 11-11  11-11 
D3S1358 17-17 17-17 17-17 
D2S11358 19-20  19-20 
FGA 20-23 20-23 20-23 
SE33  19-19  
Amy XX XX XX 
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Obrázek 38 – Fluorescenčně značený konexin 43 u BC44Fibr jako znak urotelových fibroblastů, 

zvětšeno 10x 

Znaky aktivovaných fibroblastů 

Nádorově asociované fibroblasty se vyznačují řadou charakteristických znaků. 
Ultrastrukturální analýza BC44Fibr na obrázku 39 odhalila přítomnost všech kanonických 
znaků včetně fibronexu – transmembránovou strukturu spojující intracelulární kontraktilní 
aparát s extracelulární na fibronektin bohatou laminou, což je obecně považována za znak 
aktivovaných fibroblastů [176, 177]. Dalšími rysy je morfologie a umístění Golgiho 
aparátu, kolagenové sekreční vezikuly, gap junction a další s aktinem asociovaná 
nedesmozomální spojení [176, 177]. Mimo to vykazují silnou a jednotnou pozitivitu na 
vimentin a α hladkosvalový aktin, což je obecně považováno další z kritérií pro definování 
nádorově asociovaných fibroblastů [191, 192].  

 
Obrázek 39 – Ultrastrukturální analýza BC44Fibr potvrzuje znaky aktivovaných fibroblastů 

(analýzy proběhly ve spolupráci s ÚMG AV ČR v Praze, oddělení Biologie buněčného jádra) [90]  
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Mezi další znaky aktivovaných fibroblastů patří pozitivita na povrchový marker 
CD90 a fibroblastový aktivovavý protein (FAP). Obrázek 40 ukazuje, že veškeré 
fibroblasty byly jednotně pozitivní na CD90 a více než 80 % z nich vykazovalo pozitivitu 
také na fibroblastový aktivovavý protein. Při analýze schopnosti kontrakce kolagenového 
gelu vykazovaly fibroblasty výraznou kontrakční aktivitu, což jasně ukazuje na jejich 
aktivovaný fenotyp (obrázek 41) [175].  

 
Obrázek 40 – Imunoprofil BC44Fibr potvrzuje znaky aktivovaných fibroblastů 

(imunofluorescenční značení na proteiny CD90, vimentin, α hladkosvalový aktin a fibroblastový 
aktivovaný protein), zvětšeno 10x 

 

 
Obrázek 41 –Ukázka kontrakce kolagenového gelu potvrzuje aktivovaný fenotyp BC44Fibr 
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Dříve publikované výsledky ukazují, že při kokultivaci nádorových buněčných linií 
karcinomu močového měchýře RT112 a Cal-29 a primárních nádorových fibroblastů, 
secernují fibroblasty významné množství hepatocytárního růstového faktoru (HGF) 
a interleukinu 8 (IL-8) [169]. Nádorová buněčná linie BC44Fibr vykazovala při kokultivaci 
s nádorovými epitelálními buněčnými liniemi identické výsledky. Výsledky sekrece obou 
protumorigenních faktorů jako odpověď na signály nádorových buněk jsou uvedeny na 
obrázcích 42 a 43. Například sekrece růstového faktoru HGF a interleukinu 8 byla 
v kokultivaci RT112 + BC44Fibr signifikantně vyšší, než při kultivaci samotných RT112 
(HGF: 8523,8 pg/ml ± 1925 pg/ml, resp. 4010 pg/ml ± 883,5 pg/ml, IL8: 27333 pg/ml ± 
37619,2 pg/ml, resp. 1875,2 pg/ml ± 1529,7 pg/ml. Stejný trend je vidět na obrázcích 42 
a 43 i při kokultivaci jiné nádorové buněčné linie Cal-29 se stromálními buňkami 
BC44Fibr.  

 

      
Obrázek 42 – Sekrece protumorigenního faktoru HGF jako odpověď na signály nádorových buněk 

(n = 3, p < 0,05), (Analýzy byly provedeny ve spolupráci s Ústavem biochemie II, Univerzitní 
nemocnice v Jeně v Německu.)  
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Obrázek 43 – Sekrece protumorigenního faktoru interleukinu 8 jako odpověď na signály 
nádorových buněk (n = 3, p < 0,05), (Analýzy byly provedeny ve spolupráci s Ústavem 

biochemie II, Univerzitní nemocnice v Jeně v Německu.) 
 

Fenotyp nádorově asociovaných fibroblastů zahrnuje celou řadu specifických 
markerů. Naše výsledky ultrastrukturální analýzy buněk, imunofluorescenčního značení 
aktivovaných markerů, schopnosti kontrahovat kolagenový gel a sekrece protumorigenních 
faktorů jako odpověď na signály nádorových buněk dokazuje, že námi odvozená buněčná 
linie BC44Fibr má charakter nádorově asociovaných fibroblastů.  

 

BC44Fibr způsobují terapeutickou rezistenci 

- BC44Fibr podporují chemorezistenci nádorových buněk 

Porucha mitochondriálního potenciálu je jedním z raných ukazatelů apoptózy. 
MitoCapture fluoreskuje ve zdravých buňkách červeně, v apoptotických buňkách nemůže 
agregovat v mitochondriích, a výsledkem je pouze zeleně fluoreskující cytoplazmatická 
lokalizace monomerního barviva. Obrázek 44 ukazuje, že po aplikaci cisplatiny (0,5 μg/ml, 
48 hodin) dochází v kontaktní zóně, tedy v zóně kmenových nádorových buněk, 
k přežívání buněk (červeně fluoreskující buňky), zatímco uprostřed buněčné kolonie 
dochází u buněk k jejich výrazné apoptóze (zeleně fluoreskující buňky). Výsledky 
dokládají, že stromální buňky mají výrazný vliv jak na kmenové buňky, tak i na primární 
rezistenci nádorových buněk [8]. 
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Obrázek 44 – Kokultivace BC44 + BC44Fibr ukazuje, že v kontaktní zóně dochází k výrazné 

rezistenci nádorových buněk na aplikované cytostatikum (cisplatina 0,5 μg/ml po dobu 48 hodin). 
Zatímco uvnitř buněčné kolinie dochází k apoptóze (PH – fázový kontrast, zeleně fluoreskující 

buňky vstupují do apoptózy, červeně fluoreskující buňky jsou intaktní), zvětšeno 4x [128] 

 

- BC44Fibr podporují rezistenci k ligandu indukujícím apoptózu (TRAIL – 
tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) 

Ligand TRAIL patří do rodiny tzv. faktorů nádorové nekrózy (TNF) se schopností 
aktivovat apoptózu pouze v nádorových buňkách a proto je často uvažován jako cíl 
protinádorové léčby. Naše pilotní analýza, která je zobrazena na obrázcích 45 a 46, 
ukázala, že buňky SW780 kokultivované s BC44Fibr jsou k TRAIL mnohem více 
rezistentní něž samostatně kultivované buňky SW780. Po ošetření buněk SW780, resp. 
SW780 + BC44Fibr látkou TRAIL byla apoptóza hodnocena pomocí průtokového 
cytometru. Při koncentraci 25 ng/ml, resp 50 ng/ml byl prokázán silný chranný vliv 
BC44Fibr. To je jasný důkaz toho, že stromální buňky mají schopnost ochránit a podpořit 
nádorové kmenové buňky před indukovanou apoptózou a udržet tak kmenový fenotyp, 
který umožní nádoru i nadále přežívat. 
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Obrázek 45 – Pilotní výsledky počtu buněk, u kterých TRAIL způsobil apoptózu ukazuje, že buňky 

SW780 kultivované společně s BC44Fibr jsou výrazně rezistentnější než samostatně kultivované 
SW780 (analýzy byly provedeny v rámci spolupráce s Dr. Z. Czubou z Ústavu mikrobiologie 

a imunologie Lékařské fakulty v Katowicích v Polsku) 

 

 
Obrázek 46 – Kokultivace SW780 a BC44Fibr ukazuje, že k TRAIL jsou rezistentní zejména ty 
buňky, které sousedí se stromálními BC44Fibr. Uprostřed kolonie nádorových buněk dochází 

k snížení hustoty buněk (apoptóze), zatímco buňky na okraji kolonie jsou buňky ovlivněné 
TRAILem jen minimálně, fázový kontrast, zvětšeno 10x 

 

- BC44Fibr mají imunosupresivní účinek 

Existují jasné důkazy o tom, že nádorově asociované fibroblasty mají podstatný vliv 
i  na ostatní stromální buňky a to včetně imunitních. Pro zjištění imunosuprespresívních 
účinků fibroblastů bylo postupováno podle metodiky popsané v odborném článku Lysák 
et  al. [193]. Naše výsledky ukazují, že imunosupresivní účinky mezenchymálních 
kmenových buněk (MSC a SCP1) a stromálních fibroblastů BC44Fibr se neliší a mají tedy 
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stejný potenciál regulovat imunitní odpověď a inhibovat aktivitu alogenně stimulovaných 
T-lymfocytů (p < 0,01). BC44Fibr výrazně snížily proliferační odpověď lymfocytů 
stimulovaných fytohemaglutininem o 46,8 % ± 14,3 %. Pro potvrzení zachování integrity 
buněk T-lymfocytů byly zvoleny dva aktivační markery – CD25+ a CD69+. Exprese 
aktivačního markeru CD25+ byla snížena na hodnotu 50,3 % ± 16,5 % a exprese CD69+ na 
52,4 % ± 29,1 %. Obrázky 47 a 48 ukazují celkové výsledky imunosupresivního účinku 
fibroblastů BC44Fibr na proliferaci fytohemaglutininem stimulované PBMC. 

 
Obrázek 47 – Imunosupresivní účinek BC44Fibr a SCP1 na proliferaci PBMC stimulované 
fytohemaglutininem. Data byla vyhodnocena jako součet dělících se buněk v S a G2/M fázi 

buněčného cyklu (n = 6, p = 0,037) 

 
Obrázek 48 – Imunosupresivní účinek BC44Fibr a MSC na expresi aktivačních markerů CD25 

a CD69 u PBMC stimulovaných fytohemaglutininem (n = 10, p = 0,027) 
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BC44Fibr aktivují u nádorových buněk kmenový fenotyp 

Obrázek 49 ukazuje, že po aplikaci běžně užívaných cytostatik dochází u nádorových 
buněk k výraznému zvětšení subpopulace kmenových buněk. Po aplikaci cisplatiny, resp. 
doxorubicinu došlo k nárůstu množství kmenových buněk definovaných jako CD90+ 
z  hodnoty 0,01 % ± 0,009 % na hodnotu 0,26 % ± 0,088 %, resp. 0,28 % ± 0,09 % [120]. 
Kmenové buňky tak ukazují další mechanizmus vlastní ochrany, který velmi výrazně 
ovlivňuje terapeutickou rezistenci. Diferencované nádorové buňky jsou chemoterapií sice 
usmrceny, ale jsou okamžitě nahrazovány expanzí a diferenciací nádorových kmenových 
buněk. Jak jsme popsali výše, hnacím motorem pro nádorové kmenové buňky a jejich 
mobilizaci by mohl být prostaglandin E2, který se uvolňuje z odumírajících nádorových 
buněk [8]. Nádor se pak vlastně stává primárně rezistentním bez ohledu na použité 
chemoterapeutikum. 

 
Obrázek 49 – Po aplikaci cytostatik (cisplatiny a doxorubicinu) dochází u buněčné linie SW780 

k výraznému nárůstu subpolupace kmenových nádorových buněk (n = 9, p = 0,001) 

 

Jedním z možných vysvětlení chemo- a imunorezistetního fenotypu propůjčeného 
stromálními buňkami v kokultivačních systémech je právě podpora a udržení kmenového 
fenotypu nádorových buněk. Pro ověření této hypotézy byly stromální buňky BC44Fibr 
kultivovány jak příbuznými karcinomovými buňkami BC44, tak s nepříbuznými 
buněčnými liniemi urotheliálního karcinomu (HT1197, SW780), u kterých byly již dříve 
publikovány pravděpodobné markery kmenových buněk (SW780 – CK17, 67LaR, 
HT1197 – CD44v6) [117, 166]. Při imunofluorescenčním značení na obrázcích 50, 51 a 52 
se ukázalo, že kmenové buňky byly lokalizovány na okraji kolonie epiteliálních 
nádorových buněk, tedy v těsném kontaktu s BC44Fibr.  
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Obrázek 50 – Kokultivace BC44 + BC44Fibr a SW780 + BF44Fibr odhalila vysokou expresi 
kmenově specifického CK17 na kontaktní zóně fibroblastů a nádorových buněk, zvětšeno 4x 

 

 

 
Obrázek 51 – Kokultivace SW780 + BC44Fibr odhalila vysokou expresi kmenově specifického 
CK17 na kontaktní zóně fibroblastů a nádorových buněk (zeleně fluoreskující buňky – CK17, 

modře – jádra), zvětšeno 20x 
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Obrázek 52 – Kokultivace HT1197 + BC44Fibr odhalila vysokou expresi kmenově specifického 

CD44v6 na kontaktní zóně fibroblastů a nádorových buněk (zeleně fluoreskující buňky – CD44v6), 
zvětšeno 10x 

 

Současně stejný trend byl porozorán při růstu a tvotbě buněčných kolonií 
v polotekutém médiu, kde BC44Fibr ochránily nádorové buňky před apoptózou anoikis. 
Tento zvláštní stav dovolí buňkám přežít i bez pevného uchycení k extracelulární matrix 
a je zřejmě významým krokem v progresi nádorového onemocnění. Samostatně 
kultivovaným nádorovým buňkám BC61 resp. BC44 se při zabránění uchycení na dno 
kultivačního plastu podařilo založit jen omezené množství buněčných kolonií (80 ± 16, 
resp. 19 ± 16), zatímco při kokultivaci (BC44 + BC44Fibr, resp. BC61 + BC44Fibr) byl 
pozorován silný stimulační efekt fibroblastů (697 ± 188, resp. 3417 ± 120 kolonií). 
Výsledky počtu buněčných kolonií jsou uvedeny v tabulce 20 a na obrázku 53, obrázek 54 
ukazuje reprezentativní fotografii vytvořených buněčných kolonií. 

 

 
Obrázek 53 – Klonogentita v polotekutém médiu (vytvořené kolonie nádorovými buňkami BC61 
kultivovanými samostatně a na monovrstvě BC44Fibr, šipkami jsou označené buněčné kolonie), 

fázový kontrast, zvětšeno 4x 
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Tabulka 20 – Počet buněčných kolonií vytvořených při kultivaci nádorových buněk samostatně 
(BC44 a BC61) a při kokultivaci (BC44 + BC44Fibr a BC61 + BC44Fibr), (n = 6, p < 0.05] 

Nádorová buněčná linie Počet buněčných kolonií 
BC44 19 ± 16 
BC61 80 ±16 
BC44 + BC44Fibr 341 + 120 
BC61 + BC44Fibr 697 + 188 
UMUC6 – kontrolní buněčná linie schopná tvořit 
kolonie 

736 ± 210 

DM – kontrolní buněčná linie schopná tvořit kolonie 626 ± 130 

 
Obrázek 54 – Počet kolonií u nádorových buněk BC44 a BC61, které se vytvořily v důsledku 

podpory BC44Fibr (n = 6, p = 1,75.10-04) 
 

BC44Fibr aktivují expresi CD90 a dalších kmenových markerů v nádorových 
kmenových buňkách u buněčných linií BC44 a SW780 

Při kokultivaci BC44Fibr a vybraných nádorových buněčných linií bylo ověřeno, že 
fibroblasty podporují kmenový fenotyp nádorových buněk. Využili jsme vlastností 
aktivovaných BC44Fibr a ukázali, že stromální buňky zvyšují expresi i dalších potenciálně 
kmenových markerů jako je CD90, 67LaR nebo P-cadherin. Obrázky 55 a 56 potvrzují, že 
kmenové buňky jsou opět v těsném kontaktu s fibroblasty tedy v kontaktní zóně mezi 
kolonií populací nádorových a stromálních buněk.  
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Obrázek 55 – Vizualizace kmenových nádorových buněk u buněčné linie BC44 a SW780 při 

kokultivaci s BC44Fibr (červeně fluoreskující buňky – CD90+ (BC44, SW780, BC44Fibr), zeleně 
fluoreskující buňky – (SW780) a P-cadherin (BC44), PH – fázový kontrast), zvětšeno 10x 

 

 
Obrázek 56 – Kokultivace BC44 + BC44Fibr odhalila, že CD90+ buňky jsou v kontaktní zóně mezi 

nádorovými a stromálními buňkami (zeleně fluoreskující buňky – CD90 (BC44Fibr, kmenové 
nádorové buňky BC44)), zvětšeno 4x, 10x 
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Stejný trend byl ještě potvrzen pomocí průtokového cytometru, kdy BC44Fibr 
signifikantně zvyšovaly subpopulaci CD90+ buněk. Zatímco množství CD90+ u samostatně 
kultivovaných nádorových buněk SW780 bylo 0,1 % ± 0,001 %, při kokultivaci 
s BF44Fibr došlo k signifikantnímu nárůstu až na hodnotu 1,83 % ± 0,55 % (obrázek 57). 
Z našich celkových výsledků tedy plyne, že vliv stromálních buněk na kmenový fenotyp 
nádorových buněk je nesporný.  

 
Obrázek 57 – Zvýšená exprese CD90+ buněk u samostatně kultivované nádorové buněčné linie 

SW780 a v kokultivaci SW780 + BC44Fibr (n = 9, p = 0,001) 

 

Silná pozitivita CD90 u stromálních buněk karcinomu močového měchýře jako 
nepříznivý faktor prognózy a progrese onemocnění 

Stromální buňky mají na nádorové buňky karcinomu zcela zásadní vliv. Ukázalo se, 
že  v případě karcinomu močového měchýře je přítomnost těchto buněk velmi negativním 
prognostickým faktorem. Studie, která hodnotila 344 histologických preparátů za účelem 
zkoumání potenciálních asociací mezi expresí CD90 u stromálních buněk a klinicko-
patologických vlastností prognostického dopadu ukázala, že vyšší exprese CD90 
u  nádorově asociovaných fibroblastů je spojena s horší prognózou onemocnění (p < 0,001) 
a s významně kratším celkovým 5letým přežitím pacientů (p < 0,001). Tabulka 21 shrnuje 
výsledky studie exprese CD90 v souvislosti s věkem a pohlavím pacienta a patologickým 
hodnocením tumoru. 
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Tabulka 21 Parametry a výsledky studie, která hodnotila souvislost mezi stromální intenzitou 
CD90, věkem a pohlavím pacienta, stádiem TMN a gradem tumoru (studie byla provedena ve 

spolupráci s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu) 

Celkem pacientů (n) 344 

Stromální intenzita CD90 nízká vysoká Gamma test 

n (%) 188 (56,5) 145 (43,5)   

Věk: 

≤65 56 (16,8) 28 (8,4)   

>65 132 (39,7) 117 (35,1) 0,031 

Pohlaví: 

ženské 39 (11,7) 41 (12,3)   

mužské 149 (44,8) 104 (31,2) 0,122 

Stádium: 

Ta 82 (24,6) 25 (7,6)   

T1 62 (18,6) 51 (15,3)   

T2, T3, T4 44 (13,2) 69 (20,7) < 0,001 

Grade: 

Low grade (1-2A) 55 (16,6) 19 (5,7)   

High grade (2B-4) 133 (39,9) 126 (37,8) < 0,001 

 

Výsledky kumulativního počtu přežití při vysoké pozitivitě na CD90 jsou zobrazeny 
na obrázku 58 a ukázky různé stromální intenzity CD90 jsou zachyceny na obrázku 59. 
Kromě toho se také ukázala mírná pozitivní souvislost mezi věkem pacienta a expresí 
CD90 (p = 0,031) a žádná asociace exprese CD90 a pohlavím pacienta. Studie byla 
provedena ve spolupráci s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu.  
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Obrázek 58 Kumulativní počet přežití při vysoké pozitivitě na CD90 (studie byla provedena ve 
spolupráci s Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu) 

 

 

Obrázek 59 Stromální intenzita CD90 u různě pokročilých nádorů karcinomu močového měchýře, 
silná pozitivta byla spojena s horší prognózou pro pacienta ((studie byla provedena ve spolupráci 

s  Dr. C. Strell z Cancer Center Karolinska ve Stockholmu) 
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5.2.2 Základní charakteristika a původ MBT 

 Pro potvrzení naší hypotézy, která se opírá o fakt, že stromální buňky jsou 
u karcinomu močového měchýře nezbytnou součástí mikroprostředí nádoru, byla využita 
ještě další mezenchymální buněčná linie. K odvození buněčné linie MBT byl použit vzorek 
tumoru, který byl získán při chirurgické resekci. Tumor byl patologem klasifikován jako 
poměrně raritní ALK-pozitivní myofibroblastický tumor močového měchýře, což je 
doloženo barvením histologického preparátu na obrázcích 60 a 61. Obrázek 62 ukazuje, že 
i po ustanovení permanentní buněčné linie jsou buňky i nadále ALK+. 

 

 
Obrázek 60 – ALK-pozitivní imunohistochemické barvení řezu nádoru pacientky Urologické 

kliniky, z něhož byla na Ústavu Biologie odvozena buněčná linie MBT, (barvení a fotografie byly 
zpracovány ve spolupráci s prof. MUDr. Ondřejem Hesem ze Šiklova ústavu patologie Fakultní 

nemocnice v Plzni), zvětšeno 4x 
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Obrázek 61 – Hematoxylinem a eosinem barvený řez nádoru pacientky Urologické kliniky, z něhož 

byla na Ústavu Biologie odvozena buněčná linie MBT (barvení a fotografie byly zpracovány ve 
spolupráci s prof. MUDr. Ondřejem Hesem ze Šiklova ústavu patologie Fakultní nemocnice 

v  Plzni), zvětšeno 4x 

 

 
Obrázek 62 – ALK-pozitivní buňky buněčné linie MBT odvozené na Ústavu biologie (zeleně 

fluoreskující buňky – ALK, modře – jádra), zvětšeno 20x 

 

Mezenchymální buňky MBT vykazují dle obrázku 63 normální diploidní karyotyp. 
Obvykle bývá u 50 – 60 % myofibroblastických lézí močového měchýře nalézána 
translokace na chromozomu 2 (konkrétně 2p23) [154], v karyotypu námi odvozené 
buněčné linie byla nalezena translokace na krátkém raménku chromozomu 3 (konkrétně 
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3p18). Tato aberace nebyla doposud popsána u žádného myofibroblatického tumoru. 
Genetická identita původního vzorku od pacientky a buněk z následných dvou různých 
pasáží buněčných linií byla prokázána na základě fragmentační analýzy DNA a výsledky 
jsou uvedeny v tabulce 23. Zároveň se ukázalo, že získaný profil nevykazuje shodu 
s žádným profilem v databázi ATCC. Nejbližší profil v databázi ATCC vykazuje shodu 
max. 64 % a jedná se o buněčné linie Hs 611.T Hodgkin's Lymphoma Human (CRL-7373) 
a NCI-H661 Lung Carcinoma Human (HTB-183).  

 

 
Obrázek 63 – Metoda Multicolor – FISH u buněčné linie MBT ukazuje diploidní karyotyp 

a translokaci na krátkém raméneku chromozomu 3 (výsledky byly získány v rámci spolupráce 
s Ústavem lékařské genetiky Fakultní nemocnice v Plzni) [172] 
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Tabulka 22 – Genetická identita MBT pacientky (DNA izolovaná z leukocytů pacientky), MBT 
buněčných linií (DNA izolovaná z buněčné linie ve dvou různých buněčných pasážích), (analýza 
byla provedena společností Generi Biotech, s.r.o., Zkušební laboratoř č. 1650 akreditovaná ČIA 

podle ČSN EN ISO/IEC 17025:2005 
Název 
genetického 
markeru 

MBT (pasáž 1) MBT(pacientka) MBT (pasáž 10) 

D8S1179 13 14 13 14 13 14 
D21S11 28 30 28 30 28 30 
D7S820 10 10 10 10 10 10 
CSF1PO 9 11 9 11 9 11 
D3S1358 15 18 15 18 15 18 
THO1 8 8 8 8 8 8 
D13S317 11 12 11 12 11 12 
D16S539 12 12 12 12 12 12 
D2S1338 16 19 16 19 16 19 
VWA 15 15 15 15 15 15 
TPOX 8 8 8 8 8 8 
D18S51 13 18 13 18 13 18 
AMEL X X X X X X 
D5S818 11 13 11 13 11 13 
FGA 25 26 25 26 25 26 
D19S433 14 14 14 14 14 14 

 
 
Znaky aktivovaných fibroblastů 
 

Podobně jako u BC44Fibr jsme u MBT buněk provedli základní imunofluorescenční 
analýzu na markerové proteiny aktivovaných myofibroblastů (CD90, vimentin 
a  α hladkosvalový aktin) [191, 192]. Výsledky analýzy, které jsou na obrázku 64 ukázaly, 
že MBT buňky vykazují stejnou pozitivitu na sledované znaky jako stromální buněčná 
linie s karcinomem asociovaných fibroblastů BC44Fibr.  

 
Obrázek 64 – Imunoprofil MBT potvrzuje znaky aktivovaných fibroblastů (imunofluorescenční 

značení na proteiny CD90, vimentin a hladkosvalový aktin), zvětšeno 10x 
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MBT jako další nezávislá stromální linie 
 

Při kultivaci buněčné linie MBT v polotekutém médiu, kde je adherentním buňkám 
zabráněno pevnému uchycení ke kultivačnímu plastu se ukázalo, že buňky MBT nejsou 
schopny v tomto stavu výrazně proliferovat a podařilo se jim oproti kontrolní buněčné linii 
JUN3 založit jen omezené množství buněčných kolonií (20 ± 4,6, resp. 1193 ± 103). 
Výsledky jsou přehledně doloženy v tabulce 23 a na obrázcích 65 a 66). 

 

 
Obrázek 65 – Klonogenita v polotekutém médiu (vytvořené kolonie nádorovými buňkami JUN3 

a MBT), fázový kontrast, zvětšeno 4x 

 

Tabulka 23 – Počet buněčných kolonií vytvořených sarkomovovou buněčnou linií MBT a myší 
fibrosarkomovou buněčnou linií JUN3 (n = 6, p < 0,05) 

Buněčná nádorová linie Počet buněčných kolonií 
MBT 20 ± 4,6 
JUN3 – kontrolní buněčná linie schopná tvořit kolonie 1193 ± 103 

 

Na základě výsledků znaků aktivovaných fibroblastů a dalších analýz jako je 
motilita či klonogenicita v polotekutém substrátu jsme zjistili, že MBT buňky jsou málo 
transformované, nejsou klonogenní ani motilní (data nejsou součástí dizertační práce) 
a mohly by být další vhodnou alternativou nezávislé stromální buněčné linie vůči 
BC44Fibr.  
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Obrázek 66 – Počet kolonií vytvořených sarkomovovou buněčnou linií MBT a kontrolní 
fibrosarkomovou buněčnou linií JUN3 (n = 6, p = 0,05) 

 
 
MBT aktivují u nádorových buněk kmenový fenotyp 
 

Při kultivaci nádorových buněk samostatně a v kokultivaci s MBT se potvrdilo, že 
buňky MBT mají silný a srovnatelný vliv s BC44Fibr na podporu a udržení kmenového 
fenotypu nádorových buněk. Při společné kokultivaci buněk MBT s buněčnou linií 
SW780, která je zdokumentována na obrázcích 67 a 68 se ukázalo, že kmenové buňky jsou 
opět lokalizovány na okraji kolonie epiteliálních nádorových buněk, tedy v těsném 
kontaktu s buňkami stromálními (MBT). 

 

 
Obrázek 67 – Ukázka heterologního systému kokultivace nádorové buněčné linie SW780 

a stromální buněčné linie MBT, fázový kontrast, zvětšeno 4x, 20x 
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Obrázek 68 – Kokultivace SW780 + MBT odhalila vysokou expresi kmenově specifického CK17 
na kontaktní zóně sarkomových a nádorových buněk (zeleně fluoreskující buňky – CK17, modře – 
jádra), zvětšeno 10x 

 

Stejný trend byl ještě potvrzen průtokovým cytometrem, kde MBT i BC44Fibr 
výrazně zvyšovaly subpopulaci CD90+ buněk. Zatímco množství CD90+ u samostatně 
kultivovaných nádorových buněk SW780 bylo 0,1 % ± 0,001 %, při kokultivaci 
s buněčnou linií MBT došlo k signifikantnímu nárůstu až na hodnotu 3,25 % ± 1,62 %. 
Celkové výsledky CD90+ buněk při různých možnostech uspořádání buněčných kultivací 
jsou uvedeny na obrázku 69. Z našich celkových výsledků obou využitých typů 
stromálních buněk (BC44Fibr a MBT) plyne, že jejich vliv na kmenový fenotyp 
nádorových buněk je nesporný.  

 

 
Obrázek 69 – Zvýšená exprese CD90+ buněk u samostatně kultivované nádorové buněčné linie 
SW780, v kokultivaci SW780 + BC44Fibr a v kokultivace SW780 – MBT (n = 9, p = 0,001) 

 

0

2

4

6

(%
)

C
D

90
+

bu
ň

ky

SW780 SW780+BC44Fibr SW780+MBT

* 

* 



 

122 

5.3 Výsledky a diskuse vztahující se k cíli 3 

Cíl 3 Korelovat analyzované buněčné modely s intenzizou buněčného metabolismu 

Pokusili jsme se u výše zmíněných buněčných modelů, tedy BC44 a BC44DOXOR, 
BC44 a BC44 + BC44Fibr analyzovat intenzitu buněčného energetického oxidativního 
metabolismu. Veškeré analýzy byly provedeny na intaktních buňkách pomocí oxygrafu 
Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko). Spotřeba kyslíku byla u všech buněk 
měřena stejným protokolem uvedeným na obrázku 70. Po stanovení bazální respirace (stav 
ROUTINE; R) byl pomocí inhibitoru ATP-syntázy – oligomycinu (Omy) navozen stav 
LEAK odpovídající spotřebě kyslíku nutné pro kompenzaci úniku protonů přes vnitřní 
mitochondriální membránu. Kapacita systému přenášet elektrony (ETS) byla stanovena 
pomocí titrace rozpřahovače trifluorkarbonylkyanidu fenylhydrazonu (FCCP) a zbytková 
spotřeba kyslíku injekcí inhibitoru komplexu III antimycinu A (AmA) (ROX) [181]. 
Všechny respirační stavy byly korigovány na ROX. 

 

5.3.1 Buněčný model BC44 a BC44DoxoR 

Ukazuje se, že chemorezistence je úzce spojena také s metabolickým fenotypem. 
U buněčné linie BC44, tedy linie, která je ke zvoleným cytostatikům vysoce senzitivní, 
byla respirace mnohem účinnější než u rezistentní linie BC44DoxoR, což dokládají stavy 
bazální respirace (R), maximální možné spotřeby kyslíku (ETS) a především spotřeba 
kyslíku dostupná pro syntézu ATP označovaná jako volná R kapacita (R-L), které byly 
signifikantně nižší u chemorezistentních buněk (Obrázek 70A a B). Nižší respiraci buněk 
BC44DoxoR nelze vysvětlit sníženým počtem mitochondrií, neboť aktivita citrátsyntázy, 
která je používána jako jeden z markerů množství mitochondrií v buňkách, se mezi oběma 

liniemi signifikantně nelišila (25,4 ± 6,0 mIU/106 buněk u linie BC44 a 22,0 ± 8,3 mIU/106 
buněk u linie BC44DoxoR). Poměr R/E vyjadřující podíl bazální respirace na celkové 
kapacitě elektrontransportního systému přenášet kyslík byl statisticky významně vyšší 
u chemorezistentních buněk, což naznačuje možnost částečné kompenzace zvýšeného 
rozpřažení oxidace a fosforylace nebo zvýšenou potřebu ATP nebo zhoršení oxidační 
kapacity díky defektům v elektrontransportním systému. Vzhledem ke snížené absolutní 
hodnotě spotřeby kyslíku vztažené k tvorbě ATP (R-L) a signifikantně nezměněným 
indikátorům rozpřažení (poměry L/E a L/R) lze za pravděpodobnější považovat zhoršenou 
funkci respiračních komplexů nebo defektní oxidaci substrátů u linie BC44DoxoR. 
Chemosenzitivní buňky naopak vykazují větší závislost na oxidativní fosforylaci a také 
jejich respirace je efektivnější než je tomu u buněk rezistentních (stavy R-L a E-R). Nižší 
metabolická kapacita u linie BC44DoxoR by mohla být také důvodem pomalé proliferace. 
Veškeré vypočítané respirační poměry jsou uvedeny v tabulce 24.  



 

123 

 

Obrázek 70 – Titrační protokol v intaktních buňkách BC44, černá čára – spotřeba kyslíku 
vyjádřena na milion buněk a sekundu, šedá čára – koncentrace kyslíku v oxygrafické komoře 
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Obrázek 71 – Bazální respirace, stavy LEAK, ETS a reziduální spotřeba kyslíku (A) a spotřeba 
kyslíku vztažená k produkci ATP (R-L) a volná elektrontransportní kapacita (E-R) v buňkách 

BC44 a BC44DoxoR (B), p < 0,05 
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Tabulka 24 – Respirační poměry 
 BC44 BC44DoxoR t-test  
R/E 0,51 ± 0,07 0,62 ± 0,1 p < 0,05 kontrolní poměr R/E 

L/E 0,14 ± 0,04 0,23 ± 0,15 n.s. kontrolní poměr spřažení 
při stavu E 

L/R 0,27 ± 0,06 0,37 ± 0,24 n.s. kontrolní poměr spřažení 
při stavu R 

(E-R)/E 0,49 ± 0,07 0,37 ± 0,1 p < 0,05 faktor nadbytečné 
kapacity ETS 

 
 

5.3.2 Buněčný model BC44 a BC44 + BC44Fibr 

V kapitole 5.2 se ukázalo, že stromální buňky jsou podstatnou součástí nádorů 
a velmi významně modulují některé vlastnosti nádorových buněk. Pokusili jsme se 
zhodnotit, jaký vliv mají BC44Fibr na intenzitu buněčného metabolismu nádorových 
buněk. Ukázalo se, že bazální spotřeba kyslíku buňkami BC44 
(13,7 ± 3,6 nmol/(s.106 buněk)) se nelišila od bazální respirace buněk BC44 
kokultivovaných s BC44Fibr (15,3 ± 7,4 nmol/(s.106 buněk)). Naproti tomu stav LEAK 
byl u buněk BC44 v kokultivaci s BC44Fibr významně nižší a stav ETS vyšší než 
v buňkách BC44 kultivovaných samostatně (Obrázek 71A a B). Stav odrážející syntézu 
ATP za bazálních podmínek, tj. volná R kapacita (R-L) se kokultivací nádorových buněk 
BC44 s fibroblasty BC44Fibr signifikantně zvýšila, stejně jako volná ETS kapacita (E-L) 
a nadbytečná ETS kapacita (E-R), což ukazuje na zvýšení oxidativního metabolismu 
v kokultivovaných buňkách.  
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Obrázek 72 – Míra spotřeby kyslíku ve stavech R (ROUTINE), L (LEAK) a E (kapacita ETS) (A), 

R-L (volná R kapacita), E-L (volná ETS kapacita) a E-R (nadbytečná ETS kapacita) měřené 
v buňkách BC44 a BC44 + BC44Fibr a vyjádřené na milion buněk a sekundu (B), kyslíkové toky 

byly korigovány na zbytkovou spotřebu kyslíku, p < 0,05 

 

Také kontrolní respirační poměry vztažené na obě respirační rychlosti R a E (tj. L/R 
a L/E) byly významně nižší u buněk BC44 kokultivovaných s BC44Fibr, což potvrzuje 
vyšší stupeň spřažení oxidace a fosforylace u těchto buněk. Lepší účinnost produkce 
energie a přenosu elektronů v kokultivaci obou typů buněk je patrná také z rozdílů hodnot 
(R-L)/R a (E-L)/E, které odrážejí efektivitu spřažení obou procesů. [181]. Rovněž poměr 
R/E (podíl bazální respirace na celkové kapacitě elektrontransportního systému přenášet 
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kyslík) byl statisticky významně nižší u kokultivovaných buněk BC44, což opět naznačuje 
možnost účinnějšího spřažení oxidace a fosforylace a potvrzuje celkové zvýšení oxidační 
kapacity uvedených buněk. Výsledky respiračních poměrů shrnuje tabulka 25.  

 

Tabulka 25 – Respirační poměry 
 BC44 BC44 + 

BC44Fibr 
t-test  

L/E 0,32 ± 0,15 0,12 ± 0,08 p < 0,005 
kontrolní poměr spřažení 
při stavu E 

L/R 0,69 ± 0,11 0,40 ± 0,20 p < 0,001 
kontrolní poměr spřažení 
při stavu R 

R/E 0,47 ± 0.21 0,28 ± 0,07 p < 0,05 
poměr spřažené respirace 
a ETS kapacity 

(R-L)/R 0,31 ± 0,11 0,6 ± 0,2 p < 0,001 
faktor spřažení při stavu 
R 

(E-R)/E 0,53 ± 0,2 0,72 ± 0,07 p < 0,05 
faktor nadbytečné ETS 
kapacity 

(E-L)/E 0,68 ± 0,15 0,88 ± 0,08 p < 0,005 faktor spřažení při stavu E 
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6 Závěrečné shrnutí 

Terapeutická rezistence nádorů představuje závažný klinický problém. Rozlišujeme 
primární rezistenci, kdy nádor vůbec nereaguje na aplikovanou terapii a rezistenci získanou 
neboli sekundární, kdy po počáteční klinické odpovědi terapie přestávají působit a nádor se 
stává chemo či radiorezistentní. Samotná koncepce kombinační chemoterapie byla 
zavedena proto, aby co nejvíce minimalizovala vývoj terapeutické rezistence nádorů. 
Původně se uvažovalo tak, že aplikace každého jednotlivého cytostatika vždy vede 
k selekci nádorových buněk, jejichž genetické a epigenetické změny vylučují klinickou 
účinnost daného cytostatika. Použití chemoterapeutické kombinace různých cytostatik 
s různým mechanismem účinku by mělo tuto možnost dramaticky snižovat, jelikož se 
předpokládá, že klon buněk, jehož genom a regulace jednotlivých genů a proteinů zakládá 
rezistenci vůči jednomu cytostatiku, bude citlivý vůči jinému [194, 195]. Bohužel klinická 
zkušenost ukazuje, že nádory jsou v konečném stádiu vývoje a progrese rezistentní 
současně vůči všem pro daný typ nádoru určených cytostatikům a tudíž chemoterapeuticky 
neléčitelné.  

Mnohočetná léková rezistence nádorů je definována jako fenotyp, kdy expozice 
určitému cytostatiku indukuje vznik rezistence nejen proti tomuto cytostatiku, ale rovněž 
proti strukturně a mechanismem účinku nepříbuzným cytostatikům, kterým daná populace 
nádorových buněk nebyla nikdy vystavena [196, 197]. Hlavním praktickým přínosem 
molekulární analýzy progresivních sérií nádorových buněčných linií založených na selekci 
dceřiných chemorezistentních buněčných linií, je možnost nalezení vhodných kandidátů 
pro biomarkery chemorezistence či přímo cílové molekuly, jejichž terapeutická inhibice či 
jiná modifikace by mohla chemorezistenci zvrátit [36, 198]. V naší práci jsme chtěli využít 
získaný buněčný model chemorezistence RT112 a RT112D2. Výsledky karyotypů 
RT112 rodiny však doložily, že dceřiná buněčná linie RT112D21 není odvozená, jak bylo 
původně publikováno [165], z buněčné linie RT112, ale pravděpodobně již z více 
transformované sublinie, kterou jsme nazvali RT112Heidelberg. Počáteční analýzy 
buněčné linie RT112Heidelberg ukázaly, že linie je polyklonální, klonogenní a spontánně 
aktivuje program epiteliálně-mezenchymální tranzice jako odpověď na podmínky buněčné 
kultivace v různém stupni buněčné denzity, přičemž dochází ke snížení povrchové exprese 
E-cadherinu se současným zvýšením exprese vimentinu a indukci buněčné motility. Tento 
se stav ukázal reverzibilní – opětovné převedení do subkonfluentní kultury obnovilo 
epiteliální charakter buněk (mezenchymálně-epiteliální tranzice), spojený se ztrátou 
motility a markerů epiteliálně-mezenchymální tranzice a aktivací nádorových kmenových 
buněk. Tyto v podstatě náhodně zjištěné výsledky by sice mohly poskytnout vysvětlení pro 
procesy invazivity a metastazování uroteliálního karcinomu, kdy zvýšení buněčné denzity 
na bazální membráně papilárně rostoucího uroteliálního karcinomu by tak mohlo spustit 
proces epiteliálně-mezenchymální tranzice za cenu dočasné ztráty kmenovosti [186, 187, 
199], ovšem pro studium chemorezistence se model ukázal jako nestabilní a pro další 
analýzy tímto směrem zcela nevhodný.  

Z výše popsaných důvodů jsme se pokusili ustanovit si model vlastní, který se 
skládal ze dvou klonálně příbuzných buněčných linií – BC44 a od ní odvozené dceřiné 
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chemorezistentní linie BC44DoxoR [36, 162]. Tento model nejen že dokonale splňuje 
kritéria chemorezistence, ale podle veškerých dostupných literárních údajů se jedná o první 
buněčnou linii karcinomu močového měchýře s fenotypem mnohočetné lékové rezistence 
a navíc s chemorezistencí vůči všem standardně používaným chemoterapeutikům pro 
systémovou chemoterapii uroteliálního karcinomu. Existuje několik biologických 
vysvětlení mechanizmu mnohočetné lékové rezistence. Prvním z nich je vysvětlení na 
základě aktivity efluxních pump tzv. rodiny ATP-binding casette (ABC) [37, 175, 176]. 
Exprese některých ABC pump může sice zapříčinit rezistenci vůči jedné skupině 
cytostatik, ale zároveň zprostředkuje senzitivitu vůči skupině jiné. Příkladem jsou P-
glykoprotein (ABCB1) nebo multidrug resistance protein 1 (ABCC1), které 
pravděpodobně zvyšují citlivost buněk vůči gemcitabinu [201]. To vede k tomu, že je 
velmi obtížné najít jakékoliv jednoduché vysvětlení fenotypu mnohočetné lékové 
rezistence u BC44DoxoR buněk v rámci zvýšené exprese efluxních pump ABC. Současná 
rezistence vůči “klasickým“ substrátům (doxorubicin, vinblastin, metotrexát) a současně 
cisplatině a gemcitabinu by vyžadovala, jestliže by jejím základem měl být zvýšený eflux 
cytostatik, komplexní změny v expresi řady transportérů rodiny ABC. Další možný 
mechanismus mnohočetné lékové rezistence je celkové snížení apoptotické kompetence, ať 
už v důsledku nadměrné exprese některého z mnoha inhibitorů apoptózy (Bcl-2, Bcl-XL, 

XIAP aj.) nebo naopak mutačním vyřazením apoptotických aktivátorů zejména na signální 
dráze tumor-supresorového genu TP53 [196]. V úvahu také přichází možnost buněk obejití 
či oddálení buněčné smrti prostřednictvím tzv. autofagie, zejména její specifické varianty, 
tzv. mitofagie, při níž se buňky selektivně zbavují mitochondrií a celá iniciace vnitřní 
apoptotické dráhy je tak vyřazena [201]. Je docela pravděpodobné, že některý z těchto 
mechanizmů bude ve hře rovněž u BC44DoxoR buněk. V předešlé práci Kocha et al. bylo 
prokázáno, že původní mateřská nádorová buněčná linie BC44 neexprimuje funkční p53 
protein [161]. Tato okolnost mohla přispět ke vzniku chemorezistentního klonu, sama 
o sobě ovšem neposkytuje žádné vysvětlení mechanizmu chemorezistence, neboť tato 
mutační změna je již přítomna v mateřské buněčné linii, která je chemosenzitivní. Bohužel 
se však ukazuje, že veškeré klinické i experimentální případy chemorezistence, zejména 
mnohočetné lékové rezistence, které byly analyzovány dostatečně podrobně, odhalily 
multifaktoriální charakter tohoto fenotypu, jehož podstatou byla současná aktivita několika 
různých mechanizmů chemorezistence [36]. Je velmi pravděpodobné, že mnohočetná 
léková rezistence u buněčné linie BC44DoxoR bude mít rovněž komplexní základ. Je 
ovšem důležité upozornit, že se jedná pouze o experimentální model multilékové 
rezistence uroteliálního karcinomu, a teprve jeho další analýzy ukáží, nakolik jsou 
mechanizmy chemorezistence u BC44DoxoR buněk klinicky relevantní. Vzhledem 
k  tomu, že v současné době již existují podobné modely mnohočetné lékové rezistence 
u  karcinomu močového měchýře, bylo by výhodné tyto systémy porovnat a eventuelně 
podrobit dalším molekulárním analýzám, zejména se zaměřením na diferenciálně 
exprimovanné geny, popř. proteiny. I kdyby se zjištěné molekulární mechanizmy daly 
aplikovat pouze na část chemorezistentních klinických nádorů, pro tuto část pacientů by 
mohly být získané poznatky velmi podstatné pro vypracování léčebných postupů pro 
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zmírnění či překonání chemorezistentního fenotypu, a tím i odpovídající zlepšení léčebné 
odpovědi. 

Zcela jiným mechanismem terapeutické rezistence jsou komplexní procesy 
v nádorovém mikroprostředí, zejména interakce s nádorovým stromatem. Podstatný 
příspěvek nádorového stromatu ke všem klíčovým znakům karcinomů je v současné době 
nesporný, přesto je klinické využití těchto poznatků mnohem problematičtější, než by se 
mohlo zdát. Jedním z důvodů je vysoká heterogenita složení a funkce stromálního 
prostředí, a to nejen u jednotlivých typů karcinomů, ale dokonce i mezi jednotlivými 
pacienty s podobným typem nádoru. Například u karcinomu pankreatu se ukazuje, že 
fibroblasty výrazně potlačují růst nádorových buněk a přispívají tím ke zlepšení 
terapeutické odezvy [202]. Naproti tomu ale růst a progrese karcinomu močového měchýře 
jsou podporovány právě nádorově asociovanými fibroblasty [90], což potvrzuje i klinický 
nález vysoké stromální exprese CD90 jako negativního prognostického faktoru. Stromální 
buněčná populace je u karcinomů vždy heterogenní a zahrnuje nejen normální a nádorově 
asociované fibroblasty, ale také různé další populace mesenchymálních buněk, jako jsou 
rekrutované mesenchymální kmenové buňky, fibrocyty, endotelové buňky, buňky 
hladkého svalstva včetně pericytů a imunitní buňky. Tato rozsáhlá a složitá buněčná 
heterogenita je z velké části zachována pouze v primární kultuře a může tak představovat 
velmi vážnou překážku pro jakékoli podrobné pochopení interakce mezi samotným 
nádorem a stromatem.  

Pro bližší analýzu této složité interakce byla odvozena buněčná linie stromálních 
fibroblastů BC44Fibr, která vykazuje vysoký stupeň homogenity. Podrobná charakterizace 
BC44Fibr ukázala, že uniformní stromální buňky se podílejí na mnoha transformovaných 
vlastnostech nádorových buněk zejména během vzniku, vývoje i progrese karcinomu. Naše 
analýzy ukázaly, že tyto prominentní stromální buňky mají výrazné vlastnosti podporující 
nádor jako je stimulace proliferace, motility, kmenového fenotypu či podpora terapeutické 
rezistence. Dokonce se ukazuje, že i protinádorová imunitní odpověď je značně 
modulována komplexním mikroprostředím nádorů, neboť námi analyzované stromální 
fibroblasty BC44Fibr jsou aktivní imunosupresivní nádorovou populací.  

Námi vytvořený experimentální systém BC44 + BC44Fibr se zdá být velmi výhodný 
i z jiného pohledu. Původní klinický nádor byl patologicky klasifikován jako pT4 G3 [161] 
a velmi pravděpodobně představuje relativně menšinový případ původně papilárního 
nádoru. Je zřejmé, že původně roste jako papilární nádor, který je velmi chudý na 
stromální buňky. Tyto typy nádorů však při průniku přes bazální membránu postupem času 
získávají přístup k suburotelovým fibroblastům [173, 174, 203], které rapidně podpoří 
jejich progresi. Podstatnou roli v celé situaci hrají pravděpodobně i hustota primární 
nádorové kultury, kdy se díky náhodně zjištěným výsledkům u RT112Heidelberg 
přikláníme k názoru, že epiteliálně-mezenchymální tranzice je spíše inhibujím faktorem 
pro rozvoj kmenového fenotypu nádorových buněk [204, 205]. Tím by náš experimentální 
systém mohl poskytnout cenný pohled na současně nejméně zkoumanou dráhu progrese 
urotheliálního karcinomu močového měchýře, jmenovitě vývoj původně papilárních 
povrchových nádorů na invazivní typy uroteliálních karcinomů. 
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Současná kokultivace nádorových fibroblastů s nádorovými buněčnými liniemi 
senzitivními vůči určitému chemoterapeutiku poskytuje užitečný model komplexní 
terapeutické rezistence. V tomto uspořádání dochází po aplikaci chemoterapeutik 
k výraznému zvětšení subpopulace kmenových buněk. Diferencované buňky jsou 
chemoterapií usmrceny, ale díky chemorezistenci kmenových nádorových buněk jsou 
okamžitě nahrazovány dalšími postupně diferencujícími buňkami. Vysvětlením by mohl 
být prostaglandin E2, který se uvolňuje z odumírajících nádorových buněk a zpětně 
stimuluje subpopulaci nádorových kmenových buněk [8]. Nádor se pak vlastně stává 
primárně rezistentním bez ohledu na použité chemoterapeutikum. Další příklad 
chemorezistence se ukázal při kokultivaci nádorové buněčné linie SW780 společně 
s BC44Fibr. Zatímco etablovaná buněčná linie SW780 je sama o sobě senzitivní vůči 
TRAIL, jakožto k látce, která je považována za slibný terapeutický prostředek, protože je 
schopna selektivně aktivovat apoptózu pouze v nádorových buňkách, při kokultivaci 
s BC44Fibr svoji senzitivitu ztrácí [163]. Současně s tím dochází opět k aktivaci 
fenotypových charakteristik nádorových kmenových buněk, považovanou za inherentně 
rezistentní buněčnou subpopulaci. Apoptóza byla relativně dlouhou dobu považována za 
imunologicky tichý typ buněčné smrti. Nedávné studie však dokládají, že některé způsoby 
ošetření nádorových buněk jako je například ionizující záření či aplikace některých 
chemoterapeutik běžně užívaných i v léčbě karcinomu močového měchýře (doxorubicin, 
gemcitabin, cisplatina, vinblastin) mají imunomodulační efekt a mohou tak v některých 
případech indukovat imunogenní buněčnou apoptózu [206, 207]. Imunologická buněčná 
smrt je pak doprovázena stimulací imunitního systému zejména dendritických buněk 
pomocí specifických molekul označovaných jako DAMP (danger associated molecular 
pattern). Z toho vyplývá, že typ buněčné smrti neurčuje, zda jde o imunogenní smrt, ale 
rozhodující je typ podnětu, který buněčnou smrt zahájil [102, 208, 209]. Z tohoto důvodu 
se nyní uznává, že určité typy chemoterapie mohou podpořit imunitní mechanizmy, zvýšit 
imunogenicitu nádorových buněk a přispívat tak k eliminaci nebo alespoň kontrole růstu 
nádoru i v jeho pokročilých stadiích [209, 210]. V případě poškození buněčné DNA 
chemoterapií dochází k aktivaci proteinu p53, jehož hlavní funkcí je zastavení buněčného 
cyklu a navození apoptózy. Nádorové buňky mají ale většinou porušenou apoptózu 
a  stávají se tak nejen výrazně chemorezistentní ale zároveň i imunorezistentní. 
K imunorezistenci do jisté míry přispívají i stromální buňky, které jsou podporovány 
nádorovými buňkami, kterým je pak díky stromálním buňkám zpětně poskytnuta částečná 
ochrana před buňkami imunitního systému. My jsme v naší práci ukázali, že BC44Fibr 
mají na alogenně stimulované T-lymfocyty výrazný imunosupresivní vliv, což ukazuje na 
potenciální možnost těchto buněk negativně regulovat imunitní odpověď u karcinomu 
močového měchýře. Kromě toho se na myším modelu ukázalo, že CD8+ T-lymfocyty 
a  pravděpodobně asi i NK buňky výrazně secernují TRAIL, který pak senzibilizuje 
nádorové buňky k apoptóze. Stromální buňky, které výrazně inhibují aktivitu T-lymfocytů, 
by mohly chránit nádorové buňky před apoptózou indukovou TRAILem [211]. 
Imunoterapie cílená nejen na nádorové buňky samotné, ale i na nádorově asociované 
fibroblasty by mohla zlepšit potenciál imunoterapie jako takové a v kombinaci 
s chemoterapií představuje další možný přístup v léčbě nádorových onemocnění. Všechny 
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tyto mechanizmy komplexní terapeutické rezistence, původně definované na základě 
jediného buněčného modelu (BC44Fibr), mají univerzální platnost, jak dokládá nejen 
jejich reprodukování na heterologním buněčném modelu MBT (myofibroblastická buněčná 
linie) ale i dostupné klinické výsledky.  

Výsledky získané pomocí respirometrie ukazují, že mitochondriální spotřeba kyslíku 
buněk BC44 byla ovlivněna fibroblasty jak na kvalitativní tak kvantitativní úrovni. Buňky 
kultivované společně se stromálními buňkami vykazovaly významně vyšší spotřebu 
kyslíku související s produkcí ATP (R-L), což nebylo dosaženo zvýšením fyziologické 
spotřeby kyslíku (stav ROUTINE), ale spíše snížením spotřeby kyslíku ve stavu LEAK. 
Kromě toho byla nadbytečná kapacita E-R významně zvýšena pomocí fibroblastů, což 
naznačuje silnější kontrolu vyvíjenou fosforylačním systémem nad fyziologickou respirací. 
V současné době existují nejméně dvě hypotézy, které by mohly vysvětlovat změny 
v metabolismu nádorových buněk, které jsou v kontaktu s fibroblasty. V první teorii, tzv. 
teorii metabolického parazitismu, používají nádorové buňky cílený oxidační stres proto, 
aby získaly živiny ze sousedních fibroblastů, čímž pak následně zvyšují vlastní, 
mitochondriální funkce včetně oxidační fosforylace a mitochondriální biogeneze [212, 
213]. Druhá teorie předpokládá horizontální přenos mitochondrií ze stromálních buněk do 
buněk nádorových s cílem navýšit oxidační procesy v nádorové buňce [214, 215]. Na 
základě našich výsledků, tj. nezměněné bazální respirace, zvýšené kapacity 
elektrotransportního systému a snížené respirace ve stavu LEAK (souvisí efektivitou 
produkce ATP) u BC44 kokultivovaných se stromálními buňkami BC44Fibr, lze říci, že 
možným vysvětlením je zisk vhodných substrátů ze sousedních fibroblastů nebo humorální 
komunikace mezi fibroblasty a nádorovými buňkami, která zvyšuje účinnost energetického 
metabolismu vlastních nádorových buněk a zlepšuje tak dostupnost ATP. 
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7 Závěr 

Chemorezistence a relaps nádorů jsou běžnými problémy, které je třeba řešit ke 
zlepšení kvality života a délky života pacientů. Špatná terapeutická odezva a prognóza jsou 
důsledkem mnoha složitých molekulárních událostí, mezi které patří mimo jiné: 
i)  interakce mezi karcinomovými a stromálními buňkami, které vedou k obohacení nádoru 
o kmenové buňky, přeprogramování migračního a metabolického potenciálu, ii) indukce 
heterogenity nádorové populace, kdy některé buňky zvyšují svůj migrační potenciál, 
zatímco jiné mění svůj fenotyp blíže ke kmenovému, iii) účinky závislé na hustotě buněk 
v nádorové mase, které mohou indukovat epiteliálně-mezenchymální přechod, měnit 
funkčnost a účinnost mitochondrií, což v konečném důsledku ovlivňuje apoptózu 
a chemosenzitivitu. 

Práce byla zaměřena na důkladnou a komplexní analýzu jedinečného 
experimentálního modelu nádor – stromální interakce karcinomu močového měchýře, 
který se skládal z buněčné linie nádorově asociovaných fibroblastů BC44Fibr a nádorové 
buněčné linie BC44 pocházející ze stejného nádoru jedné pacientky s karcinomem 
močového měchýře. Byly charakterizovány komplexní účinky na buněčnou proliferaci 
a motilitu a zároveň i imunomodulační vlastnosti fibroblastů BC44Fibr. Zároveň bylo 
možné se díky tomuto vhodnému modelu podrobně zaměřit na účinky na chemorezistenci 
a na buněčný metabolismus. Při srovnání oxidativní fosforylace buněk BC44 
kultivovaných samotatně nebo v společně s fibroblasty BC44Fibr, bylo v kokultivaci dvou 
typů buněk zjištěno významné zvýšení všech naměřených mitochondriálních respiračních 
parametrů. Tato data podporují názor, že stromální buňky mají na nádorové kmenové 
buňky silný podpůrný vliv a jsou v souladu s výsledky recentních publikací, které uvádí, že 
metabolismus některých typů kmenových nádorových buněk zásadně závisí na oxidativní 
fosforylaci [216–218]. Přestože se v analýze genů nepotvrdil žádný výrazný efekt 
stromálních buněk na expresi „kmenových“ genů, ostatní metody zaměřené na identifikaci 
kmenových buněk prokázaly jednoznačný vliv fibroblastů [90]. 

Dalším unikátním modelem, který byl při zpracování dizertační práce použit, byla 
chemorezistentní buněčná linie BC44DoxoR, která byla odvozena dlouhodobou kultivací 
ve vzrůstající koncentraci cytostatika [36, 162]. Výhodu tohoto námi odvozeného modelu 
vidíme v možnosti dále jej podrobně biologicky a molekulárně charakterizovat a odhalit 
tak biologické mechanismy, které za pozorovanou chemorezistencí stojí. Tyto 
diferenciálně exprimované geny by následně mohly získat klinický význam, ať už jako 
prognostické a prediktivní markery, tak i popř. jako terapeutické cíle za účelem zvrácení 
klinické chemorezistence nádorů. 
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