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Humane celične linije raka dojk
Human breast cancer cell lines

Kristijan Skok,1 Uroš Maver,1 Lidija Gradišnik,1 Rajko Kavalar,2 Monika Sobočan,3 Iztok 
Takač3

Izvleček
Rak dojk je drugi najpogostejši rak na svetu in daleč najpogostejše pri ženskah, tako v razvitem 
svetu kot tudi v državah v razvoju. Uvršča se na peto mesto po vzroku smrti zaradi raka. V Slo-
veniji beležimo letno približno 1.310 novih primerov raka dojk. Ločimo več podtipov raka dojk, 
ki jih lahko delimo na podlagi histopatološke ter molekularne delitve oz. intrinzičnih lastnosti. 
V pomoč pri raziskovanju posameznih podtipov raka dojk služijo tudi celične linije. Prvo celično 
linijo raka dojk so ustvarili leta 1958 in jo poimenovali BT-20 (1958, Lasfargues in Ozzello). Število 
celičnih linij je v zadnjih letih drastično naraslo. Pogosto uporabljene celične linije so MCF7, T47D 
in MDAMB231. MCF7 in T47D sta vrsti luminalnega tipa A (ER+/PR+/HER2-) in MDAMB231 je trojno 
negativna (ER-/PR-/HER2-). Na področju celičnih linij so vidne nedoslednosti glede poimenova-
nja kot tudi gojenja. Prav tako je tudi vprašljiva ponovljivost gojenja v različnih laboratorijih ali 
pogojih, kjer celične linije lahko razvijejo drugačne lastnosti (npr. dediferenciacija, sprememba 
fenotipa, mutacije). V literaturi so vidni primeri različne kategorizacije iste celične linije v edin-
stvene skupine na podlagi drugačnega molekularnega in morfološkega opisa. Avtorji menijo, da 
je zato potreben pregled nad literaturo in opis trenutno znanega. V prispevku se osredinjajo na 
tematiko celičnih linij raka dojk, njihovo nomenklaturo, delitev, gojenje in uporabnost.

Abstract
Breast cancer is the second most common cancer worldwide and ranked first in incidence in 
women living either in developed or developing countries. It is ranked as the fifth common cause 
of cancer death. Annually, there are 1310 new cases of breast cancer in Slovenia. There are many 
types of breast cancer that we can differentiate based on their histopathology and molecular i.e. 
intrinsic properties. Breast cancer cell lines play a significant role in breast cancer research and 
analysis of different subtypes. The first breast cancer cell line was established in 1958 and named 
BT-20 (1958, Lasfargues in Ozzello). In recent years the number of cell lines has drastically incre-
ased. Commonly used breast cancer cell lines are MCF7, T47D and MDAMB231. The MCF7 and 
T47D cell lines are luminal A type (ER+/PR+/HER2-), whereas MDAMB231 is triple negative (ER-/
PR-/HER2-). There are many inconsistencies in nomenclature and culturing of cell lines. Also, 
questionable is the consistency and repeatability of research in different laboratories or conditi-
ons, where cell lines could develop different traits (e.g. dedifferentiation, change of phenotype, 
mutations). There are examples of different categorisation into unique subtypes of the same cell 
lines in literature, based on different molecular and morphological descriptions. Therefore, the 
authors believe that there is a need for a literature review of the currently available information. 
The authors focused on breast cancer cell lines, their nomenclature, differentiation, culturing 
and usefulness.
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1 Uvod

Rak dojk (RD) je drugi najpogostej-
ši rak na svetu in daleč najpogostejši pri 
ženskah, tako v razvitem svetu (inciden-
ca 794.000 na leto) kot tudi v državah 
v razvoju, kjer je njegova incidenca še 
nekoliko višja (883.000 na leto). Na sve-
tovni ravni se RD uvršča na peto mes-
to po vzroku smrti zaradi raka (522.000 
smrti) (1). V Sloveniji beležimo letno 
približno 1.310 novih primerov RD in 
380 smrtnih izidov letno (2). Od leta 
1968 je najpogostejše mesto raka pri žen-
skah (20–25 % vseh primerov rakavih 
bolezni) (2).

Ločimo več podtipov RD, ki jih lah-
ko delimo na podlagi histopatološke ter 
molekularne delitve oz. intrinzičnih last-
nosti. Eden teh podtipov je trojno nega-
tivni RD (TNRD), za katerega je značil-
na odsotnost hormonskih receptorjev za 
estrogene (ER), progesteron (PR) in iz-
raženosti receptorjev za človeški epider-
malni rastni faktor-2 (HER2). Napoved 
izida in stopnja preživetja sta v zahod-
nem svetu sorazmerno dobri, vendar je 
pri podtipu TNRD napoved izida najs-
labša, saj ta hitro napreduje, zaseva in 
je bolj agresiven (3,4). Prav zaradi tega 
imajo raziskave, ki želijo to vrsto raka 
podrobneje opredeliti, velik pomen. V 
sklopu teh raziskav je vedno več novih 
metod, ki se poslužujejo molekularnih 
ter drugih interdisciplinarnih pristopov. 
Eden prospektivnih pristopov raziskova-
nja RD so in vitro ter in vivo modeli (5-7). 
V prispevku se osredinjamo na pregled 
tematike RD ter in vitro metod gojenja 
celičnih linij (CL) RD z namenom razu-
meti razvoj CL RD za izboljšanje znanja 
in nato zdravljenja na področju RD.

2 Klasifikacija malignih 
sprememb raka dojk

RD lahko delimo na različne načine. 
V okviru standardne obravnave bolnic 
z RD se poleg histološke vrste tumorja 
določa še velikost tumorja, stopnja zre-
losti (Gradus: Elston in Ellis), prisotnost 
ali odsotnost limfo-vaskularne infiltraci-
je, prisotnost intraepitelne komponente, 
mikroskopski status robov, imunohisto-
kemična izraženost hormonskih recep-
torjev (ER, PR), izraženost receptorjev 
za HER2 in pomnožitev gena HER2. Kot 
napovedni dejavnik se določa še prolife-
racijski indeks Ki67. Določajo se lahko še 
proteaze in genski podpis, ki so lahko v 
pomoč tudi pri odločanju o dodatnem, 
tj. dopolnilnem zdravljenju. Le-ti so tudi 
pomembni pri upoštevanju gojenja CL, 
kajti za uspešno gojenje določene CL je 
potrebno natančno poznati vrsto izvor-
nega tkiva in njegove lastnosti (gojenje, 
uporaba primernega medija, karakteri-
zacija) (8,9).

2.1 Histopatološko razvrščanje

Primarni RD delimo na neinvazivne 
in invazivne oblike. Med neinvazivne 
prištevamo duktalni intraepitelni kar-
cinom (DCIS) in lobularni intraepitel-
ni karcinom (LCIS). Značilnost teh vrst 
raka je, da ne preraščajo bazalne mem-
brane in ne zasevajo v oddaljene orga-
ne (8).

Pogosteje se v dojki pojavlja invazivni 
rak. Najpogostejši nespecialni tip (NST) 
invazivnega karcinoma, ki predstavlja od 
40–75 % vseh invazivnih RD in je pogos-
to pridružen DCIS. V skupino NST so 
vključeni še karcinomi mešanih tipov 
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in redke oblike karcinomov, kot so ple-
omorfni rak, rak z osteoklastom podob-
nimi velikankami, rak s horiokarcinom-
skimi lastnostmi in rak z melanotičnimi 
lastnostmi.

Drugi najpogostejši RD je invazivni 
lobularni karcinom (ILC), ki se pojavlja v 
nekoliko starejši populaciji žensk (57–65 
let) in predstavlja 5–15 % vseh invazivnih 
vrst RD. ILC ni homogena oblika RD, saj 
ga tvorijo klasični, solidni in pleomorfni 
tip, tubulolobularna varianta ter mešana 
oblika prej naštetih tipov.

Tubularni karcinom in kribriformni 
karcinom sta dve obliki RD, ki sta redki 
obliki RD (2 % in 0,3–4 %) in imata zelo 
dobro napoved izida.

V skupino karcinomov z medular-
nimi lastnostmi spadajo klasični me-
dularni karcinom, atipični medularni 
karcinom in invazivni karcinom NST 
z medularnimi lastnostmi. Značilnost 
klasičnega medularnega karcinoma, ki 
je redka oblika karcinoma (manj kot 1 % 
vseh RD), ima sorazmerno dober izid, ki 
naj bi bil odvisen od gostote limfoplaz-
mocitnega infiltrata, ki je eno od diagno-
stičnih meril tumorja.

Čiste oblike mucinoznega karcinoma 
je 2 % vseh RD in se običajno pojavlja 
pri ženskah, starih nad 55 let. Ima dobro 
5-letno napoved preživetja in zelo nizko 
stopnjo lokalnih ponovitev.

V skupino metaplastičnega karci-
noma dojke spadajo ploščatocelični 
karcinom, vretenastocelični karcinom, 
karcinomi z mezenhimalno diferencia-
cijo, fibromatozi podobni metaplastični 
karcinom in adenoskvamozni karci-
nom nizke stopnje malignosti ter jih je 
0,2–5 % vseh RD. Redkeje zasevajo v pa-
zdušne bezgavke kot invazivni karcinom 
NST.

Druge še redkejše oblike invazivnih 
RD so: mikropapilarni, slinavkam in 
kožnim adneksom podobni karcinomi, 
adenoidno cistični karcinom, karcinom 
z apokrino diferenciacijo, skupina kar-
cinomov z nevroendokrino diferencia-
cijo, papilarni karcinom in vnetni karci-
nom (8,9).

2.2 Intrinzično in molekularno 
razvrščanje

Na podlagi profila genske izraženos-
ti ločimo več podtipov RD. S pomočjo 
imunohistokemične in delimo RD gle-
de na prisotnost/odsotnost ER in PR. S 
imunohistokemijo in in situ hibridizaci-
je določamo čezmerno izraženost HER2 
onkoproteina in/ali pomnoženost gena 
HER2 (9). Negativna receptorski in sta-
tus HER2 sta značilna za TNRD (4).

Z razvojem DNA mikromrež (angl. 
microarrays) se je gensko ekspresijsko 
profiliranje (GEP) zelo razširilo pri na-
povedi izida RD. Eden ključnih name-
nov je opredeliti bolnike z dovolj dobro 
napovedjo izida, ki bi omogočala opusti-
tev kemoterapije. Pionirsko raziskavo na 
tem področju so naredili Sørlie in sod., 
ki so v svoji raziskavi ugotovili znači-
len molekularni profil RD s fragmenti 
456cDNA (10). Na podlagi tega so RD 
klasificirali v 5 različnih intrinzičnih 
podtipov z značilnim kliničnim potekom 
ter izidom (luminalni tip A, luminalni tip 
B, tumorji s pomnoženim genom HER2, 
tj. s pozitivnim HER2 statusom, bazalni 
in normalnemu epitelu-podobni tumor-
ji; (angl. normal epithelial-like) (11,12). 
Vsak podtip ima svojo napoved izida in 
odgovor na zdravljenje. Podtip luminal-
ni A (RD, pri katerem je proliferacijski 
indeks, ki je odraz Ki67 imunoreaktiv-
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nost, manjši kot 15 %) in podtip B (RD, 
pri katerem je proliferacijski indeks, ki 
je odraz Ki67 imunoreaktivnost, večji 
kot 15 %) sta podtipa, ki sta odzivna na 
hormonsko zdravljenje. Skupina RD s 
pozitivnim statusom HER2 je primerna 
za zdravljenje s trastuzumabom. Bazalni 
fenotip je opisan kot TNRD zato, ker je 
zanj značilen negativnim hormonski 
(ER in PR) in negativni status HER2. 
Čeprav obstajajo podobnosti med bazal-
nim tipom RD in TNRD, teh dveh kate-
gorij RD ne velja enačiti, kajti v skupino 
TNRD lahko prištevamo še druge pod-
tipe (5).

Kljub številnim poimenovanjem in 
različnemu številu kategorij spada RD 
večinoma v 3 glavne intrinzične skupi-
ne (t. i. luminalni, HER2-pozitiven in 
TNRD fenotipski tumorji, ki so najbolj 
heterogeni in so večinoma bazalnega 
podtipa). Prikaz delitve tumorjev je v 
Tabeli 1 (13-15).

3 Celične linije

Pomemben delež novih dognanj o RD 
je rezultat in vitro in in vivo raziskav na 
CL (6,7,16,17). Pogosto uporabljene CL 
so MCF7, T47D in MDAMB231 (5,6,18). 
Njihove značilnosti so: MCF-7 – CL 
RD tipa LA je bila izolirana leta 1970 od 
69-letne belke; T47D CL tipa LA je bila 
izolirana iz plevralnega izliva duktal-
nega karcinoma dojke 54-letne ženske; 
MDAMB231 CL RD tipa TNRD bazalni 
podtip B (TNRD-B) je bila izolirana iz 
adenokarcinoma 51-letne ženske; BT-
20 CL RD tipa TNRD bazalni podtip 
A (TNRD-A) pa je bila izolirana iz RD 
74-letne ženske leta 1958.

3.1 Nomenklatura celičnih linij 
in njihovo poimenovanje

Prvo humano CL je osamil George 
Gey pred več kot šestdesetimi leti (1951) 
v laboratoriju v Baltimoru. Poimenovana 
je bila po bolnici, katere tkivo raka ma-
terničnega vratu so uporabili. Bolnici je 
bilo ime Henrietta Lacks in CL so poi-
menovali HeLa (19).

Prva CL RD je bila ustvarjena leta 1958 
in poimenovana BT-20 (20). Po dvajse-
tih letih je prišlo do naslednjega preboja 
in CL so postale bolj dostopne (21,22). 
Izšla je serija CL MDA (M. D. Anderson 
Hospital and Tumor Institute). Leta 1973 
so v Michigan Cancer Foundation ustva-
rili linijo MCF-7, ki je še dandanes ena 
najpogosteje uporabljenih na svetu. Za 
njo je značilna velika občutljivost ER, 
kar omogoča raziskave in modele za raz-
iskovanje hormonske odzivnosti (23). 
Poimenovanje CL večinoma ni vezano 
na fenotipske značilnosti, ampak kako 
in kje so bile ustvarjene (laboratorij, bol-
nik, izolacije iz subkulture ipd.). Nekaj 
primerov takšnega poimenovanja so: 
serija HCC, ki je bila izolirana v Hamon 

Tabela 1: Prikaz delitve RD na podskupine.

Intrinzični 
podtip

IHC status Gradus Prevalenca

Luminali tip A (ER+, PR+), HER2-, KI67- (< 15 %) 1/2 23,7 %

Luminali tip B (ER+,PR+), HER2-, KI67+(> 15 %)
(ER+, PR-), HER2-, KI67+(> 15 %)

2/3 38,8 %
14 %

HER2 (ER-, PR-), HER2+ 2/3 11,2 %

Bazalni (ER-,PR-), HER2-, bazalni 
označevalci+

3 12,3 %

Normalnemu-
podoben

(ER+,PR+), HER2-, KI67- (< 15 %) 1/2/3 7,8 %

legenda: iHC – imunohistokemični status, er – estrogenski receptor, Pr – 
progesteronski receptor. Mejna vrednost za ki67 je 15 %. tabela 1 je povzeta 
po dai in sod. (15), uporabljeno z licenco CC BY-nC 4.0.
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Cancer Centre; MDA serija, poimeno-
vana po M. D. Anderson Hospital and 
Tumor Institute; serija MHT je znana po 
številnih subkultivacijah pod različnimi 
pogoji (npr. P53 mutacije, MYC pomno-
žitev, EGF-neodvisnost ipd.) itd. (5). Do 
pred kratkim za poimenovanje CL še ni 
bilo posebnih priporočil in so se lahko 
poimenovale tudi po znanstveniku, ki 
jih je ustvaril. Z novimi priporočili se 
bo temu moč izogniti in zagotoviti lažje 
razumevanje in raziskovanje na tem po-
dročju (24).

V nadaljevanju povzemamo in na-
vajamo nekatere pomembnejše toč-
ke in usmeritve pri poimenovanju CL 
iz trenutno aktualnih priporočil (24). 
Poimenovanje s kratkim imenom ali 
zgolj eno črko je neprimerno in onemo-
goča iskanje in razpoznavnost na spletu. 
Glavna priporočila so:
1. ne sme se uporabiti ime donorja ali 

drugih osebnih podatkov (npr. letni-
ca rojstva), ki bi ogrozili anonimnost 
bolnika;

2. ime CL mora vsebovati vsaj 6 znakov, 
vendar ne splošno uporabljenega ter-
mina (npr. glioma);

3. znaki zapisa morajo biti takšni, da ne 
povzročajo težav pri indeksiranju ali 
računalniškem iskanju (npr. posebni 
znaki, pismenke ipd.), znaki se lah-
ko zapišejo z veliko ali malo, arabske 
številke, pomišljaji in podčrtaji pa so 
primerni;

4. ne sme se uporabiti presledkov, zvez-
dic, nadpisanih ali podpisanih zna-
kov, poševnic, vprašajev, klicajev, 
presledkov, vejic, podpičij, grških črk 
ali drugih simbolov;

5. podano ime mora biti edinstveno.

Preverba se opravi z iskanjem po 
spletu (Google, PubMed, ipd.) ter sple-
tne strani Cellosaurus (web.expasy.org/
cellosaurus). Pri iskanju se morajo pre-
veriti tudi različice imena (npr. T406, T 

406, T-406) in potencialno skrajšane ob-
like (npr. NCI-H420 ali H420) (24).

Za embrionalne matične celice in in-
ducirane pluripotentne matične celice se 
je že uveljavila standardizirana nomen-
klatura. Priporočeni slog poimenovanja 
za druge linije je:
1. priporoča se uporaba določilnika 

izvora (angl. Origin identifier), ki 
se nanaša na inštitut ali laboratorij, 
kjer so CL vzgojili (npr. SK-Sloan 
Kettering, WI za Wistar Institute, 
MFUM – Medical Faculty, University 
of Maribor);

2. uporaba označevalca za serijo ali 
tkivo (npr. GI-glioma, Lu-lung, Br-
breast);

3. uporaba številke za identifikacijo spe-
cifične CL (npr. številka, odčitana iz 
posode, v kateri se je nahajalo tkivo);

4. dodatna številka, večinoma alfa-
numerična kombinacija dveh znakov, 
bi določila podvrsto, klon ali transfor-
mirane kulture (24).

3.2 Molekularna klasifikacija 
celičnih linij raka dojk

Profiliranje genskega izražanja se je 
v zadnjem času pogosto uporabljalo za 
katalogiziranje CL RD. Dai in sod. so v 
svojem prispevku analizirali 84 CL na 
podlagi statusa ER, PR in HER2 ter jih 
razdelili ob upoštevanju klasifikacije 
LA, LB, HER2+ in TNRD (A in B pod-
tipa) (5).

CL TNRD se v literaturi opredelijo 
kot bazalni tip A ali B. TNRD-A je bolj 
podoben podtipu (angl. luminal-like) 
in tip TNRD-B (angl. basal-like). Zaradi 
podobnosti med tipoma prihaja tudi 
do zmede v sami klasifikaciji. Primer 
tega je CL MDAMB468, ki je ponekod 
klasificirana kot bazalni tip A, v drugih 
prispevkih pa kot šibko luminalna vrsta. 
CL Hs578T in MDAMB231 sta ponekod 
opisani kot bazalni tip B in v drugih kot 
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nizko klavdinski ali celo mezenhimskim 
podobne. Prikaz intrinzičnih podtipov 
raka in CL je na Sliki 1 in v Tabeli 2. V 
Tabeli 3 je naveden seznam bolj znanih 
CL.

3.3 Celične linije luminalnega 
raka dojk

Za luminalni tip RD je značilna iz-
raženost ER+ in/ali PR+. V literaturi je 
opisana sistematska raziskava profilira-
nja izraženosti mikro RNA (miRNA), ki 
je pokazala specifično povečano izraže-

nost hsa-miR-501–5p, hsa-miR-202, hsa-
-miR-760 in hsa-miR-626 v luminalnih 
celičnih linijah (LCL), ki so edinstvene 
za LCL brez ERBB2 izraženosti (HER2-
) in zato v pomoč pri specifikaciji po-
sameznega podtipa CL. Prav tako so te 
miRNA povezane z genskimi mutacija-
mi E-kadherina (supresivni učinek na 
rast) oz. z njegovo izgubo. Zato so LCL 
bolj diferencirane in so manj nagnjene 
k migraciji zaradi tesnih celičnih sti-
kov (25).

Čeprav se v literaturi pogosto LCL ne 
deli na A in B podtipe glede na njihov 

Tabela 2: Molekularne in morfološke značilnosti CL RD. 

PODTIP 
CL

mRNA miRNA PROTEIN MORFOLOGIJA

Luminal ER, GATA3, KRT19/KRT8/KRT18, XBP1, 
PBX1, ZNF278, SPDEF, CRABP2, MUC1, 
FOXA1, MYB, RET, EGR3, TFF1, HER3, TOB1, 
TFF3

hsa-miR-
501–5p,
hsa-miR-202
hsa-miR-760
hsa-miR-626

ER, GATA3, 
KRT19

Bolj diferenciran; več 
medceličnih tesnih 
stikov.

HER2+ HER2, GRB7, PERLD1, STARD3, C17ORF37 
hsa-let-7b

hsa-miR-640
hsa-miR-200c
hsa-miR-378
hsa-miR-141
hsa-miR-196a
hsa-miR-29c
hsa-miR-18a*

HER2 Razpad medceličnih 
tesnih stikov.

TNRD Trojno 
negativni A
(Bazalni 
tip A)

EGFR
CAV1/2
MSN
ETS1

KRT4/5/6A/6B/13/14/15/16/17, 
ITGA6, ITGB4/6, LAMB3, LAMC2, 
TRIM29, S100A2, SLPI, LYN, 
ANXA8, COL17A1, BNC1, MET, 
CD133, GABRK, VTCN1, BST2, 
FABP7, CD10/14/58/59.

hsa-miR-492
hsa-miR-26b
hsa-miR-617
hsa-miR-155

EGFR
CAV1/2
MSN
ETS1
KRT5/6
CD10
MET

Angl. core basal-like.

Trojno 
negativniB
(Bazalni 
tip B)

VIM, SPARC, FN1, FBN1, HSA2, 
PRG1,
COL3A1, COL6A1/2/3, COL8A1, 
MMP2/14,
TIMP1, CTSC, PLAU, PLAUR, AXL, 
PLAT,
CD24(-), CD44, TGFBR2, 
SERPINE1/2, TGFB1

hsa-miR-22
hsa-miR-532–3p
hsa-miR-125b
hsa-miR-501–5p
hsa-miR-155*

CD44 Najslabše diferenciran 
in največ podobnosti z 
matičnimi celicami; bolj 
mezenhimskim podoben 
izgled in zelo invaziven.

legenda: Cl – celične linije, tnrd – trojno negativni rd. tabela 2 je povzeta po dai in sod. (5), uporabljeno z licenco CC BY-nC 
4.0.
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status HER2, je takšen način kategoriza-
cije pomemben za enotno nomenklatu-
ro, lažje modeliranje in pri načrtovanju 
odgovora na poskuse zdravljenja. LCL 
tipa B so pogosto bolj invazivne in bolj 
agresivne kot LCL tipa A. V literaturi je 
opisano, da povečana izraženost HER2 
pogosto korelira z zmanjšano izraženos-
tjo ER oz. z zniževanjem ravni izražanja 
ER (5).

Bolnice, ki imajo hormonsko odziven 
RD, prejmejo hormonsko terapijo (npr. 
tamoksifen, letrozol, anastrozol, ekse-
mestan), določene posameznice pa še 
kemoterapijo (npr. adriamicin/ciklofos-
famid; adriamicin/ciklofosfamid/pakli-
taksel; docetaksel/ciklofosfamid) (26).

3.4 Celične linije HER2 + raka 
dojk

HER2+ CL (ER- in HER2+) imajo po-
gosto značilne spremembe v kromosom-
ski regiji 17q12, ki vključuje gene HER2, 
GRB7 (na rastni faktor vezani protein 
7), PERLD1, STARD3 in C17ORF37 (27). 
Povečano izražanje teh genov igra po-
membno vlogo v onkogenezi RD in pri-
mernem načinu zdravljenja.

Prav tako je povečana izraženost 
miRNA hsa-let-7b, hsa-miR-640, hsa-
-miR-200c, hsa-miR-378, hsa-miR-141, 
hsa-miR-196a, hsa-miR-29c in hsa-miR-
-18a, ki so značilne za CL s povečano 
izraženostjo ERBB2 (25). V literaturi je 

Bazalni tip A Bazalni tip B

Bazalni Nizko klavninski MBC …

Luminalni A

Boljša prognoza
manj agresiven

Slabša prognoza
bolj agresiven

Luminalni B

Podtipi celičnih linij raka dojk

Intrinzični podtipi raka dojk

Luminalni Luminalni-HER2+ ER-Negativni-HER2+ Bazalni

HER2+ TNRD

Slika 1: Primerjava med trenutnimi načini kategorizacije RD in njegovimi CL.
glede na status hormonskih receptorjev in Her2 se rd deli na luminalni tip a in B, Her2+ ter tnrd, 
ki ga lahko delimo na bazalni, nizko klavdinski, metaplastični in z interferonom bogat rd. slika 1 je 
povzeta po dai in sod. (5), uporabljeno z licenco CC BY-nC 4.0.
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Tabela 3: Seznam celičnih linij raka dojk.

CEL. LINIJE ER PR HER2 BRCA1 PODT SER MEDIJ TUM

BT483 + +/- - WT LA BT RPMI IDC

CAMA1 + +/- - WT LA NA DMEM AC

EFM19 + + - ND LA EFM RPMI IDC

HCC1428 + + - ND LA HCC RPMI AC

HCC712 + +/- - ND LA HCC RPMI DC

IBEP2 + - - ND LA NA DMEM IDC

KPL1 + - - ND LA NA RPMI IDC

LY2 + - - ND LA NA DMEM IDC

MCF7 + + - WT LA MCF RPMI, 
DMEM

IDC

MDAMB134 + - - ND LA MDA RPMI IDC

MDAMB134VI + - - WT LA MDA DMEM IDC

MDAMB175 + - - ND LA MDA RPMI IDC

MDAMB175VII + - - WT LA MDA DMEM IDC

MDAMB415 + +/- - WT LA MDA DMEM AC

T47D + + - WT LA NA RPMI IDC

ZR751 + +/- - WT LA ZR75 RPMI IDC

ZR75B + - - ND LA ZR75 RPMI NA

BSMZ + + + ND LB NA RPMI IDC

BT474 + + + WT LB BT RPMI IDC

EFM192A + + + ND LB EFM RPMI AC

BEP1 - + + ND LB IBEP DMEM IDC

IBEP3 - + + ND LB IBEP DMEM IDC

MDAMB330 + - + WT LB MDA RPMI ILC

MDAMB361 + +/- + WT LB MDA RPMI, 
DMEM

AC

UACC812 + +/- + WT LB UACC RPMI, 
DMEM

IDC

ZR7527 + - + WT LB ZR75 RPMI IDC

ZR7530 + - + WT LB ZR75 RPMI IDC

21MT1 - +/- + ND H 21 α-MEM/
DFC1

IDC

21MT2 - +/- + ND H 21 α-MEM/
DFC1

IDC

21NT - +/- + ND H 21 α-MEM/
DFC1

IDC
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CEL. LINIJE ER PR HER2 BRCA1 PODT SER MEDIJ TUM

21PT - +/- + ND H 21 α-MEM/
DFC1

IDC

AU565 - - + WT H NA RPMI AC

HCC1008 - - + ND H HCC RPMI IDC

HCC1569 - - + WT H HCC RPMI MC

HCC1954 - - + WT H HCC RPMI DC

HCC202 - - + WT H HCC RPMI DC

HCC2218 - - + ND H HCC RPMI DC

HH315 - - + ND H HH RPMI C

HH375 - - + ND H HH RPMI C

KPL-4 - - + WT H KPL DMEM IDC

MDAMB453 - - + WT H MDA RPMI, 
DMEM

AC

OCUB-F - - + WT H NA RPMI NA

SKBR3 - - + WT H SKBR RPMI, 
McCoys

AC

SKBR5 - - + WT H SKBR RPMI AC

SUM190PT - - + WT H SUM Ham's F12 Inf

SUM225CWN - - + WT H SUM Ham's F12 IDC

UACC893 - - + WT H UACC RPMI IDC

BT20 - - - WT TNRD-A BT RPMI, 
DMEM

IDC

CAL148 - - - WT TNRD-A CAL DMEM AC

DU4475 - - - WT TNRD-A NA RPMI IDC

EMG3 - - - ND TNRD-A NA DMEM IDC

HCC1143 - - - ND TNRD-A HCC RPMI DC

HCC1187 - - - ND TNRD-A HCC RPMI DC

HCC1599 - - - ND TNRD-A HCC RPMI DC

HCC1806 - - - ND TNRD-A HCC RPMI SqC

HCC1937 - - - MU TNRD-A HCC RPMI DC

HCC2157 - - - ND TNRD-A HCC RPMI DC

HCC3153 - - - MU TNRD-A HCC RPMI DC

HCC70 - - - WT TNRD-A HCC RPMI DC

HMT3522 - - - WT TNRD-A HMT DMEM, 
F12

B

KPL-3C - - - ND TNRD-A KPL RPMI IDC
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CEL. LINIJE ER PR HER2 BRCA1 PODT SER MEDIJ TUM

MA11 - - - ND TNRD-A NA DMEM ILC

MDAMB435 - - - WT TNRD-A MDA DMEM AC

MDAMB436 - - - MU TNRD-A MDA RPMI, L15 AC

MDAMB468 - - - WT TNRD-A MDA RPMI, L15 AC

MFM223 - - - WT TNRD-A NA MEM C

SUM185PE - - - WT TNRD-A SUM Ham's F12 DC

SUM229PE - - - WT TNRD-A SUM RPMI DC

BT549 - - - WT TNRD-B
TNRD-B

BT RPMI IDC

CAL120 - - - WT TNRD-B
TNRD-B

CAL DMEM AC

CAL51 - - - WT TNRD-B
TNRD-B

CAL DMEM AC

CAL851 - - - WT TNRD-B
TNRD-B

CAL DMEM AC

HCC1395 - - - ND TNRD-B
TNRD-B

HCC RPMI DC

HCC1739 - - - ND TNRD-B
TNRD-B

HCC RPMI DC

HCC38 - - - ND TNRD-B HCC RPMI DC

HDQ-P1 - - - MU TNRD-B NA DMEM IDC

Hs578T - - - WT TNRD-B NA RPMI, 
DMEM

IDC

MDAMB157 - - - WT TNRD-B MDA RPMI, 
DMEM

MC

MDAMB231 - - - WT TNRD-B MDA RPMI, 
DMEM

AC

SKBR7 - - - WT TNRD-B SKBR RPMI AC

SUM102PT - - - WT TNRD-B SUM Ham's F12 IDC

SUM1315M02 - - - MU TNRD-B SUM Ham's F12 IDC

SUM149PT - - - MU TNRD-B SUM Ham's F12 InfDC

SUM159PT - - - WT TNRD-B SUM Ham's F12 AnC

legenda: POdt – podtip rd, ser – serija Cl, MediJ – uporabljen rastni medij, tUM – vrsta izvornega tumorja, Wt – divji tip 
(angl. wild type), nd – nedoločeno, la – luminalni tip a, lB – luminalni tip B, H - Her2 pozitiven, tnrd-a – trojno negativen 
a, tnrd-B – trojno negativen B, aC – adenokarcinom, anC – anaplastični karcinom, B – benigni tumor, C – karcinom, Cs – 
karcinosarkom, dC – duktalni karcinom, idC – invazivni duktalni karcinom, ilC – invazivni lobularni karcinom, infC – vnetni 
karcinom, infdC – vnetni duktalni karcinom, MC – medularni karcinom, sqC – skvamozni karcinom, na – ni podatkov. tabela 3 
je povzeta po dai in sod. (5), uporabljeno z licenco CC BY-nC 4.0.
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omenjen pomen povečane koekspresije 
HER2 genov STARD3, GRB7, PSMD3 in 
PERLD1, ki omogočajo rast rakavih ce-
lic. Utišanje omenjenih genov namreč 
omogoča aditivno znižanje celične via-
bilnosti kot tudi vodi v inducirano apop-
tozo. Simultano ciljano utišanje tarčnih 
genov lahko poveča učinkovitost t. i. 
anti-HER2 terapij ter nasprotuje odpor-
nosti na transtuzumab (28). HER2+ CL 
so zaradi svojih lastnosti vmesna po-
staja med LCL in BCL. Izkazujejo tako 
lastnosti luminalnih kot tudi bazalnih 
CL. Na podlagi izraženosti luminalnih 
in bazalnih označevalcev, razen ER in 
HER2, jih lahko delimo še na luminalne-
-ERBB2+ in ER-negative-ERBB2+ (25). 
V skladu z njihovimi molekularnimi la-
stnostmi so celice tega podtipa bolj agre-
sivne v primerjavi z LCL, saj je povečana 
izraženost HER2 povezana z razgradnjo 
celičnih stikov (25). Povečana izraženost 
proteinov estrogenski receptor 1 (ESR1), 
mitogen-aktivirana proteinska kinaza 1 
(MAPK1/3), kinaza z mitogenom aktivi-
rane protein kinaze (MEK ali MAPKK), 
tirozin kinaza 2 (TYK2), sintaza ma-
ščobnih kislin (FASN) in na rastni 
faktor vezani protein 7 (GRB7) je po-
vezana z večjo občutljivostjo na transtu-
zumab (29). Povečana izraženost na ra-
stni faktor vezanega proteina 2 (GRB2), 
retinoblastomskega proteina (RB1) in 
filamina alfa (FLNA) pa nakazuje večjo 
odpornost na transtuzumab. Prav tako 
lahko na odpornost trastuzumab naka-
zujejo mitogen-aktivirana proteinska 
kinaza (MAPK), tarča rapamicina pri 
sesalcih (mTOR) in Toll-like receptorske 
signalne poti kot tudi N-glikan biosinte-
za ter inozitol-fosfat signalizacija (29).

Standardna farmakološka terapija za 
bolnice s HER2 pozitivnim RD je tarčna 
v kombinaciji s kemoterapijo (npr. pak-
litaksel/trastuzumab; adriamicin/ciklo-
fosfamid/paklitaksel/trastuzumab +/- 
pertuzumab; docetaksel/karboplatin/

trastuzumab ± pertuzumab) in, ob po-
zitivnih hormonskih receptorjih, še hor-
monska terapija (tamoksifen, letrozol, 
anastrozol ali eksemestan) (26).

3.5 Celične linije TNRD

Izmed podtipov CL je TNRD najbolj 
heterogen. TNRD CL imajo zelo niz-
ko izraženost ali pa so brez vseh treh 
označevalcev (ER-, PR-, HER2-). TNRD 
lahko delimo na dva bazalna podtipa: 
TNRD-A in TNRD-B.

TNRD-A linije se pogosto poimenu-
jejo bazalnim podobne linije zaradi pri-
sotnosti:
1. citokeratinov (KRT4/5/6A/6B/13/14/ 

15/16/17),
2. integrinov (ITGA6, ITGB4/6) in
3. LAMB3, LAMC2, TRIM29, S100A2, 

SLPI, ANXA8, COL17A1, BNC1, 
CD10/14/58/59, MET, LYN, CD133, 
GABRK, VTCN1, BST2, FABP7 (25).

Za TNRD-B CL je značilna povečana 
izraženost genov, ki so povezani z agre-
sivnimi in invazivnimi lastnosti: vimen-
tin (VIM), moezin (MSN), plazminogen 
aktivator tkivne vrste (PLAT), transfor-
mirajoči rastni faktor beta-1 (TGFB1), 
transformirajoči rastni faktor beta-2 
prekurzor (TGFBR2), tirozin-protein 
kinazni receptor UFO (AXL), kolage-
ni (COL3A1, COL6A1/2/3, COL8A1), 
matriks metalopeptidaza (MMP2/14) 
metalopeptidaza inhibitor (TIMP1) 
ipd. (5); ter lastnost podobnosti matič-
nih rakastih celic, kot so CD44(+) in 
CD24(- ) (29,30).

Kolageni (COL3A1, COL6A1/2/3, 
COL8A1), proteaze (MMP2/14, TIMP1, 
CTSC, PLAU, PLAUR, SERPINE1/2, 
PLAT, uPA, PAi) in interakcije med pro-
teini za stabilizacijo citoskeleta (VIM, 
MSN) so pomembni pri remodeliranju 
zunajceličnega matriksa, ki je odgovoren 
za celično migracijo. Signalni faktorji 
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(TGFB1, TGFBR2, AXL) pa so ključnega 
pomena za nastanek agresivne morfolo-
gije. Ob tem se uporabljajo tudi določeni 
proteini (EGFR, CAV1/2, MSN, ETS1) za 
karakterizacijo TNRD CL (31,32).

Za opredelitev TNRD-A in B CL se 
uporabljajo specifične miRNA. Pri tipu 
A je prisotna predvsem povečana iz-
raženost hsa-miR-492, hsa-miR-26b, 
hsa-miR-617 in hsa-miT-155. Pri tipu B 
pa je povečana izraženost hsa-miR-22, 
hsa-532–3p, hsa-miR-125b, hsa-miR-501–
5p, hsa-miR-155. Zanimivo je, da hsa-
-miR-155 oz. miR-155–5p (TNRD-A) in 
hsa-miR-155* oz. miR-155–3p (TNRD-B) 
izvirata iz enakega prekurzorja, vendar 
izkazujeta nasprotujoči vzorec izražanja 
pri teh tipih TNRD (25).

Onkogena vloga hsa-miR-155 je dob-
ro opisana pri levkemijah. Prav tako 
naj bi igrala pomembno vlogo v kardi-
ovaskularnem sistemu (okvara vodi do 
hipertenzije) in imunskem odgovoru. 
Nekateri od predlaganih načinov delo-
vanja so v sklopu apoptoze, diferenciaci-
je, angiogeneze, proliferacije in epitelne 
mezenhimske tranzicije.

Fenotipsko so TNRD-A celice bolj 
diferenciran podtip od TRND-B in ima-
jo lahko ali luminalnemu podobne ali 
bazalnemu podobne morfološke značil-
nosti. TNRD-B celice imajo bolj mezen-
himsko podoben izgled in imajo večjo 
tendenco k invaziji. Zato so TNRD-A CL 
večinoma podobne osrednjemu bazal-
nemu tumorskemu podtipu. TNRD-B 
celice se lahko uporabijo za modeliranje 
nizkoklavdinskega ali metaplastičnega 
RD (33).

BRCA1 kodira protein, ki oblikuje 
Rap80/Abraxas/BRCA1/Brcc36 kom-
pleks kot odgovor na poškodbe DNA. 
Mutacije tega gena so povezane z dedno 
obliko RD, ki je podoben sporadičnemu 
jedrnemu bazalnemu tumorju. TNRD-A 
CL so karakterizirane z BRCA1 mutacij-
skim vzorcem. Večina trenutno dosto-

pnih CL RD (HCC1937, MDAMB436, 
SUM149PT, HCC3153) spadajo k temu 
podtipu (12,34).

Standardni farmakološki način 
zdravljenja bolnic s TNRD je uporaba 
kemoterapije (adriamicin/ciklofosfa-
mid; adriamicin/ciklofosfamid/paklita-
ksel; docetaksel/ciklofosfamid) (26).

3.6 Gojenje celičnih linij raka 
dojk

3.6.1 Izoliranje, gojenje in 
karakterizacija

Po odstranitvi tumorja se tkivo shrani 
v rastni medij za gojenje celičnih kultur 
(npr. Advanced DMEM/F12). Če se tkivo 
prenaša, mora celotni postopek ves čas 
potekati na hladnem (na ledu) in čim 
hitreje, da se zmanjša čas hladne ishe-
mije. Nato se prične z izoliranjem celic. 
Celoten postopek poteka v sterilnem 
okolju v zaščitni mikrobiološki komori. 
Koščki tkiva se prenesejo v petrijevke in 
se 2-krat sperejo s PBS z dodatkom anti-
biotikov (npr. penicilin in streptomicin). 
Tkivo se ponovno prelije s PBS, nato se 
odstranijo odmrli kosi tkiva. V posebni 
petrijevki se pripravi mešanica učinko-
vin za encimsko razgradnjo (npr. tripsin/
EDTA) in vanj odložijo koščki tumorja. 
Po mehanski in encimski obdelavi sle-
di selekcija primernih celic za naslednji 
korak inkubacije/propagacije. Natančen 
protokol izoliranja je podrobneje opisan 
v prispevku Gradišnik in sod (35).

Nekaj dni po izoliranju se v fazi propa-
gacije celice prično pritrjati na podlago. 
Če je večina celic še vedno nepritrjenih, 
se celotna suspenzija celic iz posameznih 
posodic centrifugira na 1400 vrt/min, 5 
minut, sedimentu celic pa doda svež me-
dij s serumom (npr. 5-odstotni angl. fetal 
bovine serum) ter jih vrne v posodice. 
Na ta način se vsak drugi ali tretji dan 
menjava medij, dokler večina celic ni ad-
herentnih. Po tednu do dveh (odvisno 
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od vrste celic) od izoliranja se različni 
tipi celic pritrdijo na podlago, s čimer se 
vzgoji primarna kultura, ki se zamrzne. 
Del primarne celične kulture se goji dalje 
za pridobitev čiste CL. Iz celične kulture 
je potrebno odstraniti vse ostale celične 
tipe (npr. fibroblaste). Za nadaljnje delo 
se lahko uporabi več pristopov, dokler ne 
prevlada morfološko epitelni tip celic.

Določanje lastnosti CL poteka na več 
različnih načinov in z različnimi meto-
dami ter se imenuje proces karakteriza-
cije. Najpogosteje uporabljene metode 
so: morfološka analiza, kariotipizacija, 
STR profiliranje, genska ekspresija, imu-
nohistokemija in/ali imunocitokemija 
ter funkcionalni testi (36).

3.6.2 Mutacije
Pojav DNA alteracij je večji pri CL RD 

kot pri tumorjih. Povprečno so alteraci-
je CL dvakrat pogostejše kot pri tumor-
jih (5,37). Vzrok temu je lahko dejstvo, 
da CL večinoma izvirajo iz invazivnih 
tumorjev z visokih gradusom. V takšnih 
celicah hitreje pride do genomskih spre-
memb v procesu in vitro kultivacije. Zato 
imajo CL RD spremembe v zapisu DNA, 
ki niso prisotne v prvotnem tkivu ter 
so zgolj posledica kultivacije. Takšne de 
novo mutacije lahko privedejo do feno-
tipskih sprememb. Primer je MCF-7 CL, 
pri kateri je prisotna variabilna občutlji-
vost na tamoksifen (38). Kljub temu je na 
podlagi podatkov primerjalne genomske 
hibridizacije (CGH) prisotno mnenje, da 
so CL, kar se tiče glavnih oz. pomemb-
nejših DNA sprememb, primerljive s 
prvotnim tkivom (5,37-39).

Obstaja pa še druga vrsta karcino-
genih dejavnikov vpliva na vzorce iz-
ražanja cele vrste genov. Ti dejavniki 
spremenijo izražanje nekaterih kritičnih 
genov (ter nastanek in delovanje njiho-
vih produktov) brez neposrednega vpli-
va na DNA-zaporedje. Ta način delova-
nja imenujemo epigenetsko delovanje. 

Tako pri epigenetskih spremembah kot 
tudi pri genetskih spremembah je pot-
rebno, da se novi vzorec vtisne v na novo 
zasnovan celični spomin in se prenese v 
naslednje generacije celic (40). Ti meha-
nizmi so prav tako podobni med CL RD 
in tumorji. V literaturi je opisano, da so 
bili metilacijski vzorci CpG-otokov pri-
merljivi med CL in tumorjem. Geni, pri 
katerih je bil prisoten metilacijski vzorec 
na promotorski regiji, so bili: ER, PR, 
protein hipermetiliran pri raku 1 (HIC1), 
protein adenomatzne polipoze kolona 
(APC), rak dojk 1 (BRCA1) ipd. Ob tem 
pa so poročali tudi o neskladnostih na 
drugih genih (41).

Iz literature je razvidno, da so na mo-
lekularni ravni diskriminativni ozna-
čevalci in iz tega sledeče fenotipske 
značilnosti prisotne v CL pogosto tudi 
značilne za tumorsko tkivo. Npr. geni, ki 
korelirajo z ER+ ali ER- fenotipom pri 
CL RD, so povezani s pozitivno ali ne-
gativno korelacijo ER izraženosti v tu-
morskem tkivu (5).

3.6.3 Celično okolje
Na celično okolje vpliva več dejav-

nikov; rastni medij, parametri gojenja 
(temperatura, atmosfera itd.), rast v 2D 
ali 3D kulturah ali kot ksenograft in do-
dani rastni dejavniki.

Kompleksne medcelične komunika-
cije se v in vivo okolju, kadar so CL vzgo-
jene v plastičnih posodah in dvodimen-
zionalnih razsežnostih, izgubijo. CL so 
občutljive na razmere v kulturi. To velja 
predvsem za dodatek rastnih faktorjev, 
ki lahko spremenijo celični fenotip in 
vodijo v neprimerno aktiviranje signal-
nih poti ali diferenciacijo. Gojenje v nep-
rimernem okolju lahko drastično vpliva 
na celično morfologijo, interakcije med 
celicami in celico ter matriksom, celično 
polarnost in diferenciacijo kot tudi na 
spremembo signalnih kaskad genske iz-
raženosti (42).
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Identifikacija najbolj primernih po-
gojev za celično rast in gojenje speci-
fičnega fenotipa je izrednega pomena. 
Kot model imajo 2D kulture številne po-
manjkljivosti, še posebej v primerjavi s 
3D sistemi (npr. organoidi ali 3D tiskani 
modeli). 2D in 3D kulture se prav tako 
uporabljajo za proučevanje delovanja 
zdravilnih učinkovin. Ni presenetljivo, 
da so tumorske celice v 3D kulturah bolj 
odporne oz. manj občutljive na zdravil-
ne učinkovine v primerjavi s celicami v 
2D kulturah (42). Razlog temu je lahko 
zmanjšan dostop do sestavin učinkovine 
v mediju, patofiziološke razlike, ki nasta-
nejo zaradi hipoksije v 3D kulturah ali 
sprememb v celičnem ciklu. Prav tako 
je opisan pomen nestabilnih razmer, ki 
se pojavijo v okolju in vitro (npr. t. i. de 
novo mutacije). Ob tem so pomembne 
metode kultiviranja, ki pomembno vpli-
vajo na celično metabolno aktivnost, ce-
lično proliferacijo in v končni fazi tudi 
na občutljivost celic na zdravilno učin-
kovino. Dokazano je bilo, da med 2D, 
3D in sferoidnimi modeli CL, samo 3D 
celične kulture izkazujejo primerljivo 
gostoto celic kot naravno tkivo in tudi 
primerljiv odziv na zdravila kot solidni 
tumor (42,43).

Interakcije med celicami in zunaj-
celičnim matriksom igrajo pomembno 
vlogo v mehanizmih odpornosti ra-
kastih celic na zdravila. Celice, ki se go-
jijo v 3D svilenem ogrodnem sistemu, ki 
ima podobno prepredenost, orientacijo 
in velikost vlaken kot zunajcelični ma-
triks tumorskega tkiva, so bolj odporne 
na paklitaksel (44). Spremembe v arhi-
tekturi umetnega zunajceličnega matri-
ksa so bile povezane z napredovanjem 
raka. V tem kontekstu bi lahko 3D siste-
mi omogočili, da se v kliničnem okolju 
izognemo neprimernemu odmerjanju 
zdravilne učinkovine v primerih odpor-
nosti (42).

3.7 Omejitve in dileme 
uporabe in vitro CL

Kljub pomembni vlogi, ki jo igrajo CL 
RD v procesu raziskovanja in odkrivanja 
mehanizmov tumorske iniciacije in evo-
lucije, imajo tudi svoje pomanjkljivosti.

Potrebno je poudariti dilemo o pre-
nosljivosti dognanj na CL v klinično 
okolje (45). Čeprav so tkiva v večinskem 
deležu identična glede na glavno do-
ločitev receptorskega in statusa HER2, 
je v zadnjem času vedno več znanega o 
naknadnih drastičnih genetskih in epi-
genetskih spremembah v sklopu vzgaja-
nja linije v laboratorijskem okolju. Zato 
ostaja odprto vprašanje o primerljivosti 
molekularnih značilnosti, heterogenosti 
RD in CL (5,45). Klonalna populacija 
ene CL ne more dodobra prikazati ra-
znolikosti procesov na znotraj tumorski 
ravni. Karcinogeneza je večstopenjski 
proces, ki vključuje mnogo kliničnih in 
patoloških stopenj. Med te sodijo tipična 
hiperproliferacija, lokalna invazija, tvor-
ba invazivnega karcinoma in v končni 
fazi razsoj bolezni. Ta proces spremljajo 
postopne pridobitve različnih vrst genet-
skih in epigenetskih mutacij celic, ki jim 
sledijo klonalna selekcija in ekspanzija.

V fazi kultiviranja CL lahko pride do 
eliminacije določenega tipa celic, ki so 
sprva prisotne v tkivu, vendar se zara-
di dejavnikov okolja ne morejo razviti. 
Vzroki so lahko v porušenem mikro-
okolju ali pomanjkanju posebnih de-
javnikov. Zato lahko pride do njihovega 
propada in s tem do spremembe hetero-
genosti tumorja. Primer tega so celice, ki 
na plastični površini ali sploh ne rastejo 
oz. brez dodatka specifičnih dejavnikov 
iz tumorskega mikrookolja ne morejo 
uspevati, zato odmrejo. Zato se pora-
ja vprašanje, ali je potencialna CL, ki bi 
lahko služila kot model tumorja in ob 
tem ohranjala vso heterogenost, sploh 
mogoča.
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Uspeh v dolgoročni propagaciji je 
pomemben omejitveni dejavnik pri iz-
delavi kakovostne CL. Primer tega so 
CL TNRD. Ta podvrsta raka ima vsaj 4 
podtipe: jedrno bazalen, nizko klavdin-
ski, metaplastični in bogat z interfero-
nom. Vsak od naštetih ima pomembne 
molekularne značilnosti in klinične 
implikacije. Na razpolago so zgolj linije 
TNRD-A in TNRD-B. TNRD-A je veči-
noma dobro reprezentativna za jedrno 
bazalni podtip, TNRD-B pa je uporaben 

za modeliranje nizko klavdinskega in/ali 
metaplastičnega podtipa. Prisotno pa je 
pomanjkanje za podtip bogat z interfe-
ronom. Prav tako je zelo malo CL (npr. 
MCF7, T-47D, MDAMB231), kljub celot-
nemu številu, ki so se uveljavile na trgu. 
Glede na tehnične težave pri ekstrakciji 
viabilnega tumorskega tkiva iz okoliške 
strome, je večina RD prvotno iz tkiva 
invazivnega karcinoma, kar nas vodi do 
razmisleka o reprezentativnosti prvot-
nega tkiva. Takšen primer je v literatu-
ri opisan za CL MDAMB435, katerega 
prvotno tkivo je morebiti bilo v resnici 
okultni melanom (46).

V literaturi so tudi opisani vplivi fib-
roblastov na morfološke spremembe CL. 
Opisan je bil vpliv fibroblastov na stimu-
lacijo izraženosti luminalnih keratinov 
v bazalnih celicah in bazalnih keratinov 
v luminalnih celicah. Prav tako je bilo 
opisano, da celice, vzgojene v okolju z 
visoko/nizko EGFR aktivnostjo, pogosto 
postanejo ER+/-. To nakazuje na pomen 
vpliva okolja pri vzgoji CL (47). Dodaten 
pomislek pri uporabi CL RD je ponovlji-
vost v različnih laboratorijih ali drugač-
nih pogojih. V teh primerih lahko CL 
razvijejo drugačne lastnosti. V literaturi 
so vidni primeri različne kategorizacije 
iste CL v edinstvene skupine na podlagi 
drugačnega molekularnega in morfolo-
škega opisa.

Pregled teh anomalij so opisali Dai in 
sod. (5). Primeri, ki so jih izpostavili, so 
pomembni za status HER2 in ER. Prikaz 
teh anomalij je v Tabeli 4.

Zato so raziskave, ki temeljijo na CL 
in njihovi primerjavi, zahtevne. Prav 
tako je razumevanje CL slabše in nee-
notno.

Ob tem je potrebno poudariti, da 
je bil velik delež preiskav opravljen v 
2D okolju in ne v 3D okolju, ki je bolj-
ši približek fiziološkemu tkivu. V veči-
ni poskusov na CL v 2D okolju se celi-
ce gojijo na rigidnih materialih, kot so 

Tabela 4: Osem celičnih linij, ki jih literatura različno opredeljuje glede 
receptorskega statusa.

Celične linije ER PR HER2 Podtip

HCC1007 + - - LA

HCC1007 + - + LB

HCC1007 - - + HER2+

HCC1419 + - + LB

HCC1419 - - + HER2+

HCC1500 + + - LA

HCC1500 - - - TNRD-B

HCC2185 - - - TNRD-A

HCC2185 - - + HER2+

SUM52PE + - + LB

SUM52PE + - - LA

SUM44PE + + + LB

SUM44PE + +/- - LA

EVSA-T - - + HER2+

EVSA-T - + - LA

MPE600 + - - LA

MPE600 + - + LB

legenda: la – luminalni tip a, lB – luminalni tip B, Her2+, tnrd-a – trojno 
negativni rak dojk vrste a, tnrd-B – trojno negativni rak dojk vrste B. tabela 
4 je povzeta po tabeli 3 od dai in sod. (5), uporabljeno z licenco CC BY-nC 
4.0.
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poliester ali steklo. Takšne standardne 
rudimentarne celične enoslojne kulture 
predstavljajo manj stvarno podobo fi-
ziologije dejanskega tkiva. Izbor mate-
riala in pogojev gojenja bistveno vpliva 
na tkivno specifično arhitekturo (polar-
nost, sploščena oblika celic), mehanične/
biokemične signale in zato na medcelič-
no komunikacijo (48). Primerjava med 
splošnimi značilnostmi 2D in 3D siste-
ma je predstavljena v Tabeli 5.

4 Razprava

Z napredkom visoko zmogljive teh-
nologije (angl. high-throughput techno-
logy) na področju molekularne geneti-
ke se je količina informacij na različnih 
področjih genomike, razumevanja me-
hanizmov transkripcije, translacije in 
epigenetskih mehanizmov neizmerno 
povečala in postala dostopna za razisko-
vanje na področju raka. Ob tem se stre-

mi k integraciji informacij na številnih 
ravneh za razumevanje glavnih funkci-
onalnih razlik, ki so odgovorne za hete-
rogenost raka. S tem bi lahko omogočili 
razvoj novih terapevtskih pristopov. V 
sklopu tega obstajata dva večja trenda; 
razširitev spektra in števila podtipov, ki 
so zelo specifični, ob tem pa iskati sku-
pne točke in značilnosti podtipov.

Kar zadeva same molekularne delitve 
podtipov RD so Sørlie in sod. postavili 
standard za intrinzično kategorizacijo. 
Informativno navajamo, da je v litera-
turi vendarle tudi moč zaslediti primere 
drugačnih opredelitev (10-12). V razi-
skavi Sotiriou in sod. so ob uporabi 706 
cDNA fragmentov opisali 6 podtipov 
znotraj skupine RD. Te skupine so bile 
trije podtipi podobni luminalnemu, en 
podoben HER2 in dva bazalnemu podti-
pu podobna podtipa (49). Drugi primeri 
so delitev Fana in sod. (uporaba 70 gen-
skih signatur) v 4 podtipe, v katerih je bil 

Tabela 5: Primerjava med 2D in 3D celičnimi kulturami.

Kriterij 2D 3D

Morfologija Oblika spremenjena.
Polarizacija izgubljena.

Realna oblika.
Polarizacija ohranjena.

Genetski profil Geni za celično adhezijo, proliferacijo 
in preživetje so v primerjavi z in vivo 
spremenjeni.

Boljši prikaz rastnih faktorjev, genov 
za proangiogenezo in adhezijske 
molekule.

Celična diferenciacija
Morfogeneza

Ni spontana. Lahko spontana preko celičnega stika 
ali zaradi topnih faktorjev.

Angiogeneza Samo observacijska. Lahko funkcionalna.

Matematični model Možen. Boljša geometrija, boljša povezava 
med strukturo in funkcijo.

Ponovljivost Kratkotrajna. Kontroverzna.

Stroški Dostopno. Drago.

Večcelične raziskave Boljše za ugotavljanje imunskega 
odgovora.

Primerno za kombinirano kulturo. Za 
večje število je zahtevna izvedba.

tabela 5 povzeta po tabeli 1 od Hoarau-vécho in sod. (48), uporabljeno z licenco CC BY-nC 4.0.
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odsoten normalnemu podoben podtip 
(LA, LB, čezmerna izraženost HER2, ba-
zalni) (50); v raziskavi Lehmann in sod. 
so razdelili TNRD v 6 skupin (dva ba-
zalnemu podobne (BL1 in BL2), en imu-
nomodulacijski (IM), en mezenhimski 
(M), en mezenhimski stem-like (MSL) 
in en luminalni androgenski receptor 
(LAR) podtip (51).

Prav tako je potrebno omeniti, da je 
primerljivost raziskav in rezultatov na 
CL RD težja zaradi množičnega števila 
raziskav in pristajanja na enotno poime-
novanje. Dai in sod. v svojem prispev-
ku navaja številne raziskave: Charafe-
Jauffret in sod. (31), Riaz in sod. (25), 
Lehmann in sod. (51) so vsi uporabili 
drugačne klasifikacije (5). Poleg različ-
nih klasifikacij so prav tako tudi priso-
tne razlike v molekularni karakterizaciji. 
Številni avtorji so prav tako omenili pro-
blematiko preobširne in nestandardizi-
rane, nenadzorovane uporabe CL (52) in 
dilemo o prenosljivosti dognanj na CL v 
klinično okolje (45,53). Čeprav so tkiva 
v večinskem deležu identična glede na 
glavno določitev receptorskega statusa 
in statusa HER2, je v zadnjem času ved-
no več znanega o naknadnih drastičnih 
genetskih in epigenetskih spremembah 
v sklopu gojenja linije v laboratorijskem 
okolju. Zato ostaja odprto vprašanje o 
primerljivosti molekularnih značilnosti, 
heterogenosti RD in CL (5,45). Klonalna 
populacija ene CL ne more dodobra 
prikazati raznolikosti procesov na rav-
ni znotraj tumorja. Karcinogeneza je 
večstopenjski proces, ki vključuje mnogo 
kliničnih in patoloških stopenj. Med te 
sodijo tipična hiperproliferacija, lokalna 
invazija, tvorba invazivnega karcinoma 
in v končni fazi razsoj bolezni. Ta proces 
spremljajo postopne pridobitve različnih 
vrst genetskih in epigenetskih mutacij 
celic, ki jim sledijo klonalna selekcija in 
ekspanzija. V fazi kultiviranja CL lahko 
pride do odstranitve določenega tipa ce-

lic, ki so sprva prisotne v tkivu, vendar 
se zaradi dejavnikov okolja ne morejo 
razviti. Vzroki so lahko v porušenem 
mikrookolju ali pomanjkanju posebnih 
rastnih dejavnikov. Zato lahko pride do 
njihovega propada in s tem spremembe 
heterogenosti tumorja. Primer tega so 
celice, ki na plastični površini ali sploh 
ne rastejo oz. brez dodatka specifičnih 
dejavnikov iz tumorskega mikrookolja 
ne morejo uspevati, zato odmrejo. Torej 
se poraja vprašanje, ali je potencialna CL, 
ki bi lahko služila kot model tumorja in 
ob tem ohranjala vso heterogenost, sploh 
mogoča. Omenili so tudi problematiko 
kontaminacij. Izvor kontaminacij CL je 
več: nekakovosten način vzgajanja CL, 
neprimerna kontrola kakovosti, napake 
uporabnika pri poimenovanju, aerosolni 
transfer celic ipd. (52,54-56).

Pomisleki in izbira vrste (2D ali 3D, 
in vitro ali in vivo) gojenja CL je odvisna 
od primarnega namena raziskave. Ob 
tem se je potrebno zavedati prednosti 
in pomanjkljivosti različnih v prispev-
ku opisanih načinov. Kljub določenim 
pomanjkljivostim ostaja dejstvo, da so 
CL izrednega pomena za raziskovanje 
karcinogeneze kot tudi novih načinov 
zdravljenja. Ob tem pa je za zagota-
vljanje neoporečnosti raziskav nujno 
standardizirano potrjevanje CL (53). 
Priporočljivo je svoje vzorce pred upo-
rabo pregledati in preveriti za navzkriž-
ne kontaminacije in verodostojnost li-
nije. Derivacija novih CL naj spremlja 
določanje genske sorodnosti s primar-
nim tkivom s STR profiliranjem genske-
ga zapisa primarnega tkiva in CL. Prav 
tako se naj v sklopu karakteriziranja in 
primerjave pregledajo histološki in fe-
notipski označevalci.

Področje gojenja CL se hitro razvi-
ja. Utemeljeno domnevamo, da se bo 
z novejšimi raziskovalnimi metodami 
(molekularna genetika, proteomika ipd.) 
lahko še bolje opredelila narava RD.
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5 Zahvale

Avtorji se zahvaljujemo za sofinanci-
ranje raziskave Javni agenciji za razisko-
valno dejavnost RS (pogodbe: P3–0036, 

I0–0029 in J3–9272) in Univerzitetnemu 
kliničnemu centru Maribor (pogodba: 
IRP 2018/01–10).
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