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Souhrn

In vitro / ex vivo testy piedstavuji nad&ji, s niz by predikce citlivosti nadoru k vybranym chemoterapeutikiim umoznila vybér co
nejefektivnéjsi 1écby nadorovych onemocnéni za souc¢asné minimalni zatéze pacienta. Moznost vytipovani ué¢inné latky na zaklade
jednoduchého ex vivo testu by navic jednoznacné zvysila uspésnost 1écby pii selhani standardni chemoterapie ¢i v ptipadé 1écby
primarné chemorezistentnich nadort. MTT test pfedstavuje zdanlivé jednoduchy proces pro stanoveni citlivosti izolovanych
nadorovych buné¢k k cytostatickym latkam ex vivo, nicméné metoda sama je pouze nastrojem, ktery pii nespravném pouziti mize
vést k ziskani falenych vysledki. Cetné limitujici kroky znaéné snizuji uspé&snost provedeni testu a jednotlivé aspekty metody jsou
diuvodem k zamysleni nad vlastnim pouzitim testu.
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Summary

Certain hope is entertained in the prediction of chemosensitivity in vitro / ex vivo for the purpose of selecting the most effective
treatment of malignant diseases with minimal patient loading. The possible choice of an effective substance based on the results
of a simple ex vivo test would increase the success of the treatment in case of standard chemotherapy failure or in the treatment of
primary chemoresistant tumor. MTT test seems to be an easy process for the prediction of chemosensitivity of isolated malignant cells
ex vivo, however each method represents a simple tool, which can provide false results if incorrectly preformed. Numerous limitations
significantly reduce the successful evaluation and constituent aspects of the methodic press to further reflections about the proper

application of the test.
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Uvod

V dnesni dobé predstavuje chemoterapie soucast standard-
nich 1é¢ebnych postuptl protindadorové terapie a je rovno-
cennou lécbé chirurgické a radioterapii. Volba chemote-
rapeutik, jejich kombinace a davkovaci schémata jsou
v piipad¢ jednotlivych diagnéz zalozena na zkuSenostech
a vysledcich bezpodtu studii. V systémové chemoterapii
nadorovych onemocnéni se standardn¢ vyuzivaji v klinic-
terapie je vnimana jako nejlepsi 1écebny postup. Teprve
pii selhani 1é¢by prvni, druhé, nebo vyssi fady je vybér
chemoterapie omezen a volba 1écby neni standardné urce-
na. Nicmén¢ ani statisticky nejefektivnéjsi zptisob terapie
neni zarukou uspésné 1écby a vzdy existuje podil pripadt
dané diagnozy, u nichz neni dosazeno ocekévaného ucinku
chemoterapie. Diky rychlému rozvoji molekuldrné-biolo-
gickych a imunohistochemickych metod je ziejmé, Ze kaz-

dy nador, pfestoze jednotn¢ morfologicky klasifikovan, je
tvoren heterogennimi populacemi bunék, které mohou dis-
ponovat rozdilnymi molekularnimi vlastnostmi piedurcu-
jicimi jejich proliferacni aktivitu, pohotovost k apoptoze,
metastaticky potencial a taktéz stupen citlivosti k apliko-
vané terapii (1).

Utinek chemoterapeutik neni p¥isné specificky a cytosta-
tika nepiisobi selektivné na nadorové buniky, nybrz svymi
toxickymi Géinky postihuji vice ¢i méné i bunky normalni.
Vedlejsi Gcinky cytostatik jsou dalsim negativnim fakto-
rem chemoterapie a mohou vést az k zavaznym poskoze-
nim nemocného. Respektovani faktorti individuality a za-
vadéni ,,personalizované mediciny* je smér, jehoz cilem je
co nejvice zvysit t€innost terapie s minimalnim zatizenim
pacienta. Jednim z pfistupi individualizované chemotera-
pie je snaha o vybér cytostatik s maximalni G¢innosti pro
dany nador za soucasné eliminace téch, k nimz je nador
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vysoce rezistentni, a to na zakladé hodnoceni citlivosti na-
dorové populace k chemoterapeutikiim v ex vivo podmin-
kéach. Prediktivni ex vivo testy chemorezistence sice nikdy
nemohou zcela napodobit podminky in vivo a na zaklad¢
jejich vysledki tedy neni mozno naprosto presné piredpo-
védét citlivost nadoru k danému cytostatiku. Cilem ex vivo
testll je vSak nalézt cytostatikum potencialné Gi¢inné pro
dany typ nadoru a to zejména v pfipad¢ pacientu, ktefi jiz
vycerpali moznosti standardni 1é¢by ¢i pro néz standardni
chemoterapie neexistuje.

Nejrozsitenéjsi metodou ex vivo stanoveni citlivosti k che-
moterapeutikim je tetrazoliovy test (jinak zvany MTT
test) (2, 3, 4). Metoda testu je zalozena na izolaci bunék ze
vzorku nadorové tkané a jejich nasledné kultivaci ex vivo
s vybranymi cytostatiky o riznych koncentracich. Ptezi-
vani buné¢k v prostiedi G¢innych latek je hodnoceno na za-
kladé zachovani jejich metabolické aktivity, jejiz intenzita
je hodnocena mirou schopnosti zivych bunék redukovat
zlutou rozpustnou tetrazoliovou stl, MTT (3-[4,5-dime-
thyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromid),
mitochondridlnim enzymem, sukcinat-dehydrogenazou,
na nerozpustny modry formazan (5), ktery je nasledn¢
rozpus$tén organickym rozpoustédlem (6, 7). Absorbance
barevného produktu u bunék kultivovanych s testovanym
cytostatikem je nasledné métena fotometricky a ziskané
hodnoty jsou srovnany s hodnotami identické kontrolni
kultury bez ovlivnéni. Metoda byla pouzita napiiklad pro
hodnoceni citlivosti nddorovych bunék zaludku, stieva,
sleziny, prsu, jicnu nebo lymfom (8, 9, 10, 11).

V prubéhu zavadéni a optimalizace metody na pracovisti
Masarykova onkologického ustavu (MOU) i béhem rutin-
niho testovani vzorkd vyvstala fada problému a otazek,
které vyvolaly prudkou diskusi tykajici se vlastniho labo-
ratorniho provedeni i principu samotné metody. Tato pra-
ce je rozborem vybranych boda vlastniho provedeni testu
s cilem pfiblizit princip metody a poukazat na faktory hra-
jici ulohu ve vysledném hodnoceni.

Metoda, vysledky a diskuse

a) izolace bunék ze vzorku nadorové tkané

Za ucelem homogenizace je vzorek tkané maximalné roz-
stithan a propasirovan pies sitko do kultivacniho média.
Vznikla suspenze obsahuje uvolnéné bunky tkané, kte-
ré jsou nasledné purifikovany gradientovou centrifugaci
pomoci systému Lymphoprep (Ficoll-Isopaque, hustota
1,077 g/ml, Axis-Shield PoC AS). Cast bunék je obarvena
v Trypan Blue (Invitrogen Corp.) a je stanoven pocet izo-
lovanych zivych bunék pocitanim v Birkerové komirce
(Meopta) (12). Suspenze bunék je nasledné dle potieby
fedéna na kone¢nou koncentraci 1x10° zivych bunék/ml,
pri¢emz pro stanoveni citlivosti k 1 cytostatiku je zapotte-
bi zhruba 1 ml této suspenze. Klicovym a tedy i omezuji-
cim faktorem pro dalsi postup je tedy mnozstvi ziskanych
zivych bunék. Pfi nedostatku Zivych bunék je citlivost
hodnocena pouze k vybranym cytostatikim, nebo neni
u daného vzorku hodnocena vibec.

Vzhledem k pozorované obecné nizké vytéznosti byla tes-
tovana moznost vynechat centrifugaci v gradientu a uvol-
néné bunky pouze promyt kultivaénim médiu ¢i fosfat-bo-
ratovém pufru (1x PBS, pH 7,4) (13). Systém Lymphoprep
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je puvodné navrzen pro izolaci mononuklearnich bunék
(lymfocytt/-blastl a monocytt/-blastli) z periferni krve
¢i kostni dfen¢ (14). V piipad¢ izolace nadorovych bunck
by gradientova centrifugace méla napomoci k odstranéni
mrtvych bunék, kdy mrtvé bunky klesaji na dno gradientu,
pficemz zivé bunky se udrzuji na rozhrani Lymphopre-
pu a purifikované suspenze. Srovnanim obou postupid na
vzorcich dostate¢ného objemu bylo zjisténo, ze centrifu-
gaci v gradientu u nékterych z nich doslo i ke zna¢nym
vysledné suspenze. Pfestoze je pouziti gradientové centri-
fugace deklarovano v odborné literatuie (15, 16), jevilo se
nékolikeré promyti suspenze srovnatelné a samotny pro-
ces predstavoval zna¢nou ¢asovou usporu. Celkové mnoz-
stvi izolovanych bunék ze vzorku nadorové tkané je vsak
velmi individualni a vynechdni gradientové centrifugace
pfi zpracovani se odviji od charakteru vzorku a poméru
mrtvych a zivych bunék v suspenzi. Neexistuje zavislost
mezi objemem vychoziho materidlu a poétem izolova-
nych bunek. Vytéznost vzorku je hodnocena na zakladé
zastoupeni zivych bunék v ziskané suspenzi. Vzorek je po
resekci transportovan v kultivacnim médiu pii pokojové
teploté a po patologické charakterizaci okamzité zpraco-
van. Avsak ani minimalni ¢asova prodleva neni zdaleka
zarukou Uspésné izolace zivych bun¢k a mnohdy vzorek
nemuze byt dale kultivovan kvuli prevladajicim mrtvym
bunkam v suspenzi. Je tieba poznamenat, Ze izola¢nim po-
stupem nelze mrtvé bunky zcela odd¢lit. Jsou tedy v ramci
suspenze prevedeny do kultury, kde tvofi slabsi ¢i silnéjsi
pozadi. Pfi jejich pfevaze mohou ovSem ovlivnit okolni
prostfedi kultury a tim i podminky pro prezivajici bunky.
Prevaha izolovanych mrtvych bungk je zfejmé zptisobena
zvysSenou citlivosti vzorku na stresové podminky zmény
prostiedi, poskozenim bun¢k vlastnim mechanickym zpra-
covanim vzorku, pfedchozi 1é¢bou pacienta, atd.

Pti vlastni izolaci jsou buniky uvolnény do suspenze kul-
tivaéniho média dikladnym rozsttihanim nadoru, propa-
sirovanim tkané pfes sitko a naslednym néekolikerym pro-
mytim. Ziskani homogenni suspenze jednotlivych bunék
je nezbytné pro zajisténi shodného poctu kultivovanych
bunék ve vSech srovnavanych jamkach. V nékterych piipa-
dech je v8ak tplné rozruseni bunéénych shluki prakticky
nemozné, jindy i pfi intenzivnim rozsuspendovani docha-
zi k opétovnému shlukovani bunék do kulovitych utvard,
pozorované i jinymi autory (17). Enzymatické rozruseni
tkané v pfipad¢ rigidnich vzorkd nadort bylo testovano,
avSak bez vyznamnéjsiho efektu. Kvili pfitomnosti shlu-
ki ve vychozi suspenzi pak neni mozno zajistit shodny po-
Cet bunék v jednotlivych jamkach kultivaéni desky, ktery
je jednim z kli¢ovych piedpokladi uspésného hodnoceni.
Shluky mohou byt, bohuzel jen ¢aste¢né, odstranény krat-
kodobou centrifugaci ¢i sedimentaci. Tento negativni fak-
tor zna¢né komplikuje dokonalé provedeni testu a snizuje
kvalitu ziskanych dat.

Konecné je treba zdiraznit, ze vlastni proces izolace bu-
nék ze vzorku nijak neselektuje nadorové bunky a sus-
penze bun¢k pouzita pro kultivaci ex vivo pak predstavuje
heterogenni populaci nddorovych a normalnich bunék,
které v rizné mife pfispivaji svymi hladinami metabolis-
mu k vysledné hodnoté absorbance a ke kone¢nému hod-
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noceni. Byly popsany metody purifikace nadorovych bu-
nék (15, 18), nicméné ani jedna z nich neni stoprocentnim
nastrojem pro ziskani Cisté suspenze nadorovych bunék.
Metoda nasobné gradientové centrifugace (15) je kvili vy-
sokym ztratdm zcela nepouzitelné pro ziskani ,,vysokého*
poctu buné¢k. Purifikace nadorovych bun¢k ze suspenze na
zakladé rozdilné tendenci buné€k pfisedat na pevné kulti-
vacni povrchy (18) taktéz nezarucuje dostate¢nou separaci
nadorovych bungk, ba naopak muze byt zdrojem selekce
uvnitt jejich populace. V opa¢ném piipad¢ lze na nador
pohlizet jako na heterogenni tkan tvofenou malignimi
bunkami a fadou podpirnych bunék, bez nichz by samotné
nadorové bunky nemohly existovat. Pak je mozno oprostit
se od faktu, Ze je citlivost stanovovana v blize neurcené
heterogenni populaci a vysledek jednoznacné neodrazi
vlastnosti nadorovych bunék. Nicméné v porovnani s pro-
vedenim testu u homogenni kultury bunééné linie je pravé
kvuli tomuto faktu provadéni testu u vzorkl nadorové tka-
n¢ znacné kontroverzni.

Obrazek ¢. 1: Suspenze izolovanych bunék vzorku karcinomu ledviny —
jamka kontrolni kultivace bez pfitomnosti cytostatika.

b) kultivace bunék ex vivo s cytostatiky

Suspenze bunék je prenesena do kultivacni desky a bun-
ky jsou kultivovany 72 hodin pii 37 °C a 5 % CO, s cy-
tostatiky fedénymi na 6 odlisnych koncentraci a to vzdy
v duplikatu. Nasledné je k buiikdm pfidan substrat, ktery
metabolizovan pouze zivymi buitkami umozni sledovat
vliv cytostatika. Vysledek chovani bunék za jednotlivych
podminek umozni sestrojit kiivku davkové odpovédi
a stanovit EC, (efektivni koncentrace s 50% mortalitou
bunééné populace), z jiz je mozno odvodit citlivost vzorku
k danému cytostatiku. Namisto klasického MTT substratu
lze v tomto piipad¢ pouzit reagencii WST-1 (Roche Di-
agnostics). Tento nacervenaly 4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen  disulfonat je
redukovan na rozpustny temné Cervenohnédy formazan,
pricemz dana reakce probiha pouze na mitochondrialni
membrané zivych bunék. Intenzita zabarveni formazanu je
hodnocena spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm.
Hodnota absorbance roztoku pak odpovida intenzité me-
tabolismu a tedy viabilit¢ bunék. Pouziti WST-1 metodu
vyhodnoceni zjednodusuje a urychluje (19, 20).

Na optimalni dobu pfidani latek do kultury existuji riizné

pohledy. Pfi pfenosu do ex vivo kultury jsou bunky vy-
staveny stresovym podminkam, které mohou snizit jejich
zivotaschopnost a tak zkreslit vysledky u¢inku cytostatic-
kych latek pridanych ke kultufe bezprostiedné po izolaci.
Zustava vsak zachovan pavodni profil bunek. Pii nékoli-
kadenni adaptaci bun¢k v kultuie ex vivo bez cytostatik
jsou sice sniZzeny akutni stresové faktory spojené s explan-
taci, na druhé stran¢ dochazi k jisté selekci a do kontaktu
s cytostatiky tak pfichazi jiz nejadaptovanéjsi populace,
ktera se mtze genotypové i fenotypové lisit od ptivodniho
nadoru.

Pii prvotnim zaméru testovat citlivost k chemoterapeu-
tikim u Sirokého spektra diagnoz a tedy vysokého poctu
vzorkd se na MOU jevilo vyhodnym doptedu ptipravovat
kultiva¢ni desky s kultivaénim médiem a roztoky cytosta-
tik fedénych v kultivaénim médiu a skladovat je pii -20 °C
az do momentu jejich pouziti. Do takto pfipravenych
a rozmrazenych kultivaénich desek pak byl ptidan pouze
pozadovany objem suspenze izolovanych bun¢k vzorku
v kultivacnim médiu. Zmrazeni vSak mélo za nasledek
znehodnoceni kultivaéniho média vysrazenim nékterych
jeho slozek vlivem nizké teploty a vznikem krystald, kte-
ré nasledné ovlivnily celkovou absorbanci v jednotlivych
jamkach.

’ el X

Obrazek €. 2: Vliv teploty na kultiva¢ni médium — A, jamky negativni
kontroly s kultivaénim médiem bez cytostatika a bez suspenze bunék.
a) médium skladované pii 4 °C (A, ., = 0,182), b) médium skladované pii
-20°C (A, = 0,237).
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Dalsim negativnim faktorem tohoto postupu byla nevyhnu-
telnd kombinace kultivacnich médii rizného stafi a tim pH
v ramci desky (zména pH kultiva¢niho média v Case je po-
zorovatelnd zménou jeho barvy diky obsahu fenolové cer-
veni), ktera také pfispéla k odchylkdm absorbance. Mezi
nestandardni postupy lze jmenovat i dlouhodobé sklado-
vani cytostatickych latek (byt’ pii nizké teploté) fedénych
v kultivaénim médiu v predpfipravenych kultivacnich
deskach. Pro testovani citlivosti jsou pouzivana cytostati-
ka v podob¢ 1é¢iv. Dle ptibalovych informaci jednotlivych
preparatt lze vyvodit, ze jejich nafedéni do infuznich roz-
tokt s obsahem soli a organickych latek ¢i v tomto pfipadé
velmi komplexniho roztoku kultivacniho média narusuje
stabilitu cinné latky, kterou vyrobce v takovém piipadé
garantuje pouze na omezenou dobu v zavislosti na typu
latky. Stabilita cytostatik, ktera jsou dodavana ve formeé
lyofilyzatu, je pak snizena jiz jejich vlastnim rozpusSténim,
a je proto nutné prevést je do roztoku té€sné pred pouzitim.
Potiebné roztoky cytostatik a jednotlivé kultivaéni desky
je tfeba piipravovat tésné pred jejich pouzitim. Neni tak
divod k dlouhodobému skladovani roztokl cytostatik,
nedochazi ke znehodnoceni kultivacniho média a k jeho
pfipadnému kombinovani v ramci desek. Timto je spolu se
spravnou manipulaci zabezpecena i minimalni degradace
ucinnych latek.

¢) hodnoceni citlivosti na zakladé metabolické aktivity.
Nameétené hodnoty absorbanci jednotlivych jamek kul-
tivacni desky jsou pfevedeny do programu Chemorezist
1.0 (21). Na zaklad¢ nich jsou po odecteni absorbance ne-
gativni kontroly (= kultivaéni médium) sestrojeny kiivky
preziti, tedy podil ptezivajicich bunék pfi jednotlivych
koncentracich cytostatika vzhledem k pozitivni kontrole
(= kultura bez cytostatika). Z primérnych kiivek vychaze-
jicich z dvojiho opakovani koncentracni fady jsou pak od-
vozeny EC, pro jednotliva cytostatika. VySetfovany nador
je povazovan za rezistentni, jestlize jeho izolované bunky
prezivaji (v tomto ptipadé nadale vykazuji metabolickou
aktivitu na mitochondrialni membrang) v prostredi chemo-
terapeutika o dané koncentraci z vice nez 50 %.

Samotna kultivace ex vivo pro bunky pfedstavuje streso-
vé podminky, které mohou ovlivnit jejich Zivotaschop-
nost. Stanoveni citlivosti u slabé rostoucich ¢i meta-
bolizujicich kultur (tj. bunék s nizkou mirou premény
barevného substratu i v kontrolni kultivaci) pak neni
mozné, nebot vystupni hodnoty absorbanci jsou mno-
hem vice zatizeny odchylkami zptisobenymi napiiklad
jiz zminénymi shluky bunék v suspenzi. Pfi zavéreéném
hodnoceni pak nelze kvili pfitomnosti extrémnich hod-
not ziskat standardni kiivky pfeziti, neni mozno odvo-
dit odpovidajici primérnou kiivku pfeziti pro stanoveni
EC,, (nizko korelujici kiivky pfeziti vychazejici z dvo-
jiho opakovani koncentraéni fady cytostatika) a ziskana
data lze nazvat jako ,,nesmyslna“. Citlivost vzorku k da-
nému chemoterapeutiku je tak nehodnotitelna. U inten-
zivné rostoucich ¢i metabolizujicich bunék ptredstavuji
drobné shluky pouze malé odchylky od celkovych ab-
sorbanci a na vysledné ktivky nemaji vyznamny vliv.
Bohuzel ani zatazeni dal$iho opakovéni koncentracni
fady by v tomto pfipadé rozhodné nemélo vyraznéjsi
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vliv na vyslednou primérnou kifivku, mnohdy by to ani
nebylo mozné z diivodu nedostatku materialu.

V urcitém procentu piipadii buiiky nejsou dostatecné odol-
né vici vSem stresovym podminkam a v priabéhu kultivace
odumiraji a to i v kultufe bez ucinnych latek. Tuto situaci
neni mozno nijak zmirnit a takovou kultivaci pak evident-
né neni mozno vyhodnotit.

Je jisté, ze v takto heterogenni populaci, jako je suspenze
bunék ziskana ze vzorku naddoru, dochéazi v prab¢hu kulti-
vace s cytostatiky k selekei subpopulaci vice ¢i méné cit-
livych k dané ucinné latce, které se riznou mirou podileji
na finadlnim hodnoceni.

Zavér

Nadorova tkan piedstavuje velmi heterogenni systém, pro
néjz je typické zastoupeni normalnich a nadorovych bunék
v rizném pomeéru. Kazdy vzorek byt se stejnou diagnézou
ptedstavuje jedinec¢nou tkan odrazejici individualni spek-
trum poskozeni normalnich bunék vedoucich k maligni
transformaci a individualni vyvoj nadoru.

Celkova tuspésnost testu je pieduréena zejména vzor-
kem samotnym, tedy mnozstvim zivych bunck a jejich
schopnosti odolat stresovym podminkdm pfi zpracovani
vzorku a jejich chovanim v podminkach ex vivo. Kromé
problematického vychoziho materidlu vs$ak i drobné chy-
by v provedeni metodiky mohou samotné ¢i v kombina-
ci ovlivnit kvalitu ziskanych dat a tim i vysledek testu.
Nicméné jako kazda metodika, ma i MTT test své limity.
Neni pomoci n€¢j mozno odlisit cytotoxicky a cytostatic-
ky ucinek na kultivované bunky a celkovy vysledek testu
muze byt zna¢né ovlivnén piitomnosti vysokého procenta
normalnich bunék v kultute.

Pokud je k vysledkim MTT testu piihlizeno jako k po-
sledni moznosti volby potencialné uc¢inného cytostatika,
kdy standardni zpiisoby 1écby nejsou ucinné a pacient
jiz prosel nékolika fazemi chemoterapie, je tieba vzit
v uvahu, ze puvodné stanoveny ucinek latky bude jiz
do zna¢né miry zkreslen adaptaci odolavajicich nado-
rovych bunék. Rezistentni nddorova populace nemusi
nutné vzniknout pouze dlouhodobou selekci, ale naopak
muze byt vysledkem rychlé aktivace molekuldrnich me-
chanismt zvySené exprese genl rezistence Ci inhibice
exprese cilovych genu spojenych s malignim potencia-
lem bun¢k (22).

Predevsim je nutno poznamenat, Ze ex vivo testy nemohou
dostatecné napodobit podminky lidského téla. Konecné
vyhodnoceni vzorku jako citlivého k uréitému cytostatiku
na zakladé ex vivo testu proto jesté nemusi nutné zname-
nat, Ze pacient bude na nasazenou 1é¢bu Gspésné reagovat.
Samotny princip metody je prosty a logicky a takto jej 1ze
velmi dobte aplikovat pii studiich na bunéénych liniich.
Nicméné hodnoceni citlivosti heterogenni bunécné popu-
lace izolované z nadoru jen slab¢ odrazi skutecné vlastnos-
ti nadorovych bunék a nadoru jako celku co do odpovédi
na pritomnost chemoterapeutik.

Podékovani

Tato prace byla podporena z finanénich zdrojt MZ CR
pro vyzkumny zamér MOU MZOMOU2005 s nazvem
,~Funkéni diagnostika zhoubnych nadord*.
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