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Souhrn
In vitro / ex vivo testy představují naději, s níž by predikce citlivosti nádoru k vybraným chemoterapeutikům umožnila výběr co 
nejefektivnější léčby nádorových onemocnění za současné minimální zátěže pacienta. Možnost vytipování účinné látky na základě 
jednoduchého ex vivo testu by navíc jednoznačně zvýšila úspěšnost léčby při selhání standardní chemoterapie či v případě léčby 
primárně chemorezistentních nádorů. MTT test představuje zdánlivě jednoduchý proces pro stanovení citlivosti izolovaných 
nádorových buněk k cytostatickým látkám ex vivo, nicméně metoda sama je pouze nástrojem, který při nesprávném použití může 
vést k získání falešných výsledků. Četné limitující kroky značně snižují úspěšnost provedení testu a jednotlivé aspekty metody jsou 
důvodem k zamyšlení nad vlastním použitím 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 
signifi cantly reduce the successful evaluation and constituent aspects of the methodic press to further refl ections about the proper 
application of the test.
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Úvod
V dnešní době představuje chemoterapie součást standard-
ních léčebných postupů protinádorové terapie a je rovno-
cennou léčbě chirurgické a radioterapii. Volba chemote-
rapeutik, jejich kombinace a dávkovací schémata jsou 
v případě jednotlivých diagnóz založena na zkušenostech 
a výsledcích bezpočtu studií. V systémové chemoterapii 
nádorových onemocnění se standardně využívají v klinic-
kých studiích ověřené režimy a statisticky nejúspěšnější 
terapie je vnímána jako nejlepší léčebný postup. Teprve 
při selhání léčby první, druhé, nebo vyšší řady je výběr 
chemoterapie omezen a volba léčby není standardně urče-
na. Nicméně ani statisticky nejefektivnější způsob terapie 
není zárukou úspěšné léčby a vždy existuje podíl případů 
dané diagnózy, u nichž není dosaženo očekávaného účinku 
chemoterapie. Díky rychlému rozvoji molekulárně-biolo-
gických a imunohistochemických metod je zřejmé, že kaž-

dý nádor, přestože jednotně morfologicky klasifi kován, je 
tvořen heterogenními populacemi buněk, které mohou dis-
ponovat rozdílnými molekulárními vlastnostmi předurču-
jícími jejich proliferační aktivitu, pohotovost k apoptóze, 
metastatický potenciál a taktéž stupeň citlivosti k apliko-
vané terapii (1). 
Účinek chemoterapeutik není přísně specifi cký a cytosta-
tika nepůsobí selektivně na nádorové buňky, nýbrž svými 
toxickými účinky postihují více či méně i buňky normální. 
Vedlejší účinky cytostatik jsou dalším negativním fakto-
rem chemoterapie a mohou vést až k závažným poškoze-
ním nemocného. Respektování faktorů individuality a za-
vádění „personalizované medicíny“ je směr, jehož cílem je 
co nejvíce zvýšit účinnost terapie s minimálním zatížením 
pacienta. Jedním z přístupů individualizované chemotera-
pie je snaha o výběr cytostatik s maximální účinností pro 
daný nádor za současné eliminace těch, k nimž je nádor 
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vysoce rezistentní, a to na základě hodnocení citlivosti ná-
dorové populace k chemoterapeutikům v ex vivo podmín-
kách. Prediktivní ex vivo testy chemorezistence sice nikdy 
nemohou zcela napodobit podmínky in vivo a na základě 
jejich výsledků tedy není možno naprosto přesně předpo-
vědět citlivost nádoru k danému cytostatiku. Cílem ex vivo 
testů je však nalézt cytostatikum potenciálně účinné pro 
daný typ nádoru a to zejména v případě pacientů, kteří již 
vyčerpali možnosti standardní léčby či pro něž standardní 
chemoterapie neexistuje.
Nejrozšířenější metodou ex vivo stanovení citlivosti k che-
moterapeutikům je tetrazoliový test (jinak zvaný MTT 
test) (2, 3, 4). Metoda testu je založena na izolaci buněk ze 
vzorku nádorové tkáně a jejich následné kultivaci ex vivo 
s vybranými cytostatiky o různých koncentracích. Přeží-
vání buněk v prostředí účinných látek je hodnoceno na zá-
kladě zachování jejich metabolické aktivity, jejíž intenzita 
je hodnocena mírou schopnosti živých buněk redukovat 
žlutou rozpustnou tetrazoliovou sůl, MTT (3-[4,5-dime-
thyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid), 
mitochondriálním enzymem, sukcinát-dehydrogenázou, 
na nerozpustný modrý formazan (5), který je následně 
rozpuštěn organickým rozpouštědlem (6, 7). Absorbance 
barevného produktu u buněk kultivovaných s testovaným 
cytostatikem je následně měřena fotometricky a získané 
hodnoty jsou srovnány s hodnotami identické kontrolní 
kultury bez ovlivnění. Metoda byla použita například pro 
hodnocení citlivosti nádorových buněk žaludku, střeva, 
sleziny, prsu, jícnu nebo lymfomů (8, 9, 10, 11).
V průběhu zavádění a optimalizace metody na pracovišti 
Masarykova onkologického ústavu (MOÚ) i během rutin-
ního testování vzorků vyvstala řada problémů a otázek, 
které vyvolaly prudkou diskusi týkající se vlastního labo-
ratorního provedení i principu samotné metody. Tato prá-
ce je rozborem vybraných bodů vlastního provedení testu 
s cílem přiblížit princip metody a poukázat na faktory hra-
jící úlohu ve výsledném hodnocení.

Metoda, výsledky a diskuse
a) izolace buněk ze vzorku nádorové tkáně 
Za účelem homogenizace je vzorek tkáně maximálně roz-
stříhán a propasírován přes sítko do kultivačního média. 
Vzniklá suspenze obsahuje uvolněné buňky tkáně, kte-
ré jsou následně purifi kovány gradientovou centrifugací 
pomocí systému Lymphoprep (Ficoll-Isopaque, hustota 
1,077 g/ml, Axis-Shield PoC AS). Část buněk je obarvena 
v Trypan Blue (Invitrogen Corp.) a je stanoven počet izo-
lovaných živých buněk počítáním v Bűrkerově komůrce 
(Meopta) (12). Suspenze buněk je následně dle potřeby 
ředěna na konečnou koncentraci 1×106 živých buněk/ml, 
přičemž pro stanovení citlivosti k 1 cytostatiku je zapotře-
bí zhruba 1 ml této suspenze. Klíčovým a tedy i omezují-
cím faktorem pro další postup je tedy množství získaných 
živých buněk. Při nedostatku živých buněk je citlivost 
hodnocena pouze k vybraným cytostatikům, nebo není 
u daného vzorku hodnocena vůbec. 
Vzhledem k pozorované obecně nízké výtěžnosti byla tes-
tována možnost vynechat centrifugaci v gradientu a uvol-
něné buňky pouze promýt kultivačním médiu či fosfát-bo-
rátovém pufru (1× PBS, pH 7,4) (13). Systém Lymphoprep 

je původně navržen pro izolaci mononukleárních buněk 
(lymfocytů/-blastů a monocytů/-blastů) z periferní krve 
či kostní dřeně (14). V případě izolace nádorových buněk 
by gradientová centrifugace měla napomoci k odstranění 
mrtvých buněk, kdy mrtvé buňky klesají na dno gradientu, 
přičemž živé buňky se udržují na rozhraní Lymphopre-
pu a purifi kované suspenze. Srovnáním obou postupů na 
vzorcích dostatečného objemu bylo zjištěno, že centrifu-
gací v gradientu u některých z nich došlo i ke značným 
ztrátám živých buněk, aniž bylo dosaženo vyšší čistoty 
výsledné suspenze. Přestože je použití gradientové centri-
fugace deklarováno v odborné literatuře (15, 16), jevilo se 
několikeré promytí suspenze srovnatelné a samotný pro-
ces představoval značnou časovou úsporu. Celkové množ-
ství izolovaných buněk ze vzorku nádorové tkáně je však 
velmi individuální a vynechání gradientové centrifugace 
při zpracování se odvíjí od charakteru vzorku a poměru 
mrtvých a živých buněk v suspenzi. Neexistuje závislost 
mezi objemem výchozího materiálu a počtem izolova-
ných buněk. Výtěžnost vzorku je hodnocena na základě 
zastoupení živých buněk v získané suspenzi. Vzorek je po 
resekci transportován v kultivačním médiu při pokojové 
teplotě a po patologické charakterizaci okamžitě zpraco-
ván. Avšak ani minimální časová prodleva není zdaleka 
zárukou úspěšné izolace živých buněk a mnohdy vzorek 
nemůže být dále kultivován kvůli převládajícím mrtvým 
buňkám v suspenzi. Je třeba poznamenat, že izolačním po-
stupem nelze mrtvé buňky zcela oddělit. Jsou tedy v rámci 
suspenze převedeny do kultury, kde tvoří slabší či silnější 
pozadí. Při jejich převaze mohou ovšem ovlivnit okolní 
prostředí kultury a tím i podmínky pro přežívající buňky. 
Převaha izolovaných mrtvých buněk je zřejmě způsobena 
zvýšenou citlivostí vzorku na stresové podmínky změny 
prostředí, poškozením buněk vlastním mechanickým zpra-
cováním vzorku, předchozí léčbou pacienta, atd. 
Při vlastní izolaci jsou buňky uvolněny do suspenze kul-
tivačního média důkladným rozstříháním nádoru, propa-
sírováním tkáně přes sítko a následným několikerým pro-
mytím. Získání homogenní suspenze jednotlivých buněk 
je nezbytné pro zajištění shodného počtu kultivovaných 
buněk ve všech srovnávaných jamkách. V některých přípa-
dech je však úplné rozrušení buněčných shluků prakticky 
nemožné, jindy i při intenzivním rozsuspendování dochá-
zí k opětovnému shlukování buněk do kulovitých útvarů, 
pozorované i jinými autory (17). Enzymatické rozrušení 
tkáně v případě rigidních vzorků nádorů bylo testováno, 
avšak bez významnějšího efektu. Kvůli přítomnosti shlu-
ků ve výchozí suspenzi pak není možno zajistit shodný po-
čet buněk v jednotlivých jamkách kultivační desky, který 
je jedním z klíčových předpokladů úspěšného hodnocení. 
Shluky mohou být, bohužel jen částečně, odstraněny krát-
kodobou centrifugací či sedimentací. Tento negativní fak-
tor značně komplikuje dokonalé provedení testu a snižuje 
kvalitu získaných dat.
Konečně je třeba zdůraznit, že vlastní proces izolace bu-
něk ze vzorku nijak neselektuje nádorové buňky a sus-
penze buněk použitá pro kultivaci ex vivo pak představuje 
heterogenní populaci nádorových a normálních buněk, 
které v různé míře přispívají svými hladinami metabolis-
mu k výsledné hodnotě absorbance a ke konečnému hod-

94   KLINICKÁ ONKOLOGIE  21   3/2008



p ř e h l e d

nocení. Byly popsány metody purifi kace nádorových bu-
něk (15, 18), nicméně ani jedna z nich není stoprocentním 
nástrojem pro získání čisté suspenze nádorových buněk. 
Metoda násobné gradientové centrifugace (15) je kvůli vy-
sokým ztrátám zcela nepoužitelné pro získání „vysokého“ 
počtu buněk. Purifi kace nádorových buněk ze suspenze na 
základě rozdílné tendenci buněk přisedat na pevné kulti-
vační povrchy (18) taktéž nezaručuje dostatečnou separaci 
nádorových buněk, ba naopak může být zdrojem selekce 
uvnitř jejich populace. V opačném případě lze na nádor 
pohlížet jako na heterogenní tkáň tvořenou maligními 
buňkami a řadou podpůrných buněk, bez nichž by samotné 
nádorové buňky nemohly existovat. Pak je možno oprostit 
se od faktu, že je citlivost stanovována v blíže neurčené 
heterogenní populaci a výsledek jednoznačně neodráží 
vlastnosti nádorových buněk. Nicméně v porovnání s pro-
vedením testu u homogenní kultury buněčné linie je právě 
kvůli tomuto faktu provádění testu u vzorků nádorové tká-
ně značně kontroverzní.

b) kultivace buněk ex vivo s cytostatiky
Suspenze buněk je přenesena do kultivační desky a buň-
ky jsou kultivovány 72 hodin při 37 °C a 5 % CO2 s cy-
tostatiky ředěnými na 6 odlišných koncentrací a to vždy 
v duplikátu. Následně je k buňkám přidán substrát, který 
metabolizován pouze živými buňkami umožní sledovat 
vliv cytostatika. Výsledek chování buněk za jednotlivých 
podmínek umožní sestrojit křivku dávkové odpovědi 
a stanovit EC50 (efektivní koncentrace s 50% mortalitou 
buněčné populace), z jíž je možno odvodit citlivost vzorku 
k danému cytostatiku. Namísto klasického MTT substrátu 
lze v tomto případě použít reagencii WST-1 (Roche Di-
agnostics). Tento načervenalý 4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonát je 
redukován na rozpustný temně červenohnědý formazan, 
přičemž daná reakce probíhá pouze na mitochondriální 
membráně živých buněk. Intenzita zabarvení formazanu je 
hodnocena spektrofotometricky při vlnové délce 450 nm. 
Hodnota absorbance roztoku pak odpovídá intenzitě me-
tabolismu a tedy viabilitě buněk. Použití WST-1 metodu 
vyhodnocení zjednodušuje a urychluje (19, 20). 
Na optimální dobu přidání látek do kultury existují různé 

pohledy. Při přenosu do ex vivo kultury jsou buňky vy-
staveny stresovým podmínkám, které mohou snížit jejich 
životaschopnost a tak zkreslit výsledky účinku cytostatic-
kých látek přidaných ke kultuře bezprostředně po izolaci. 
Zůstává však zachován původní profi l buněk. Při několi-
kadenní adaptaci buněk v kultuře ex vivo bez cytostatik 
jsou sice sníženy akutní stresové faktory spojené s explan-
tací, na druhé straně dochází k jisté selekci a do kontaktu 
s cytostatiky tak přichází již nejadaptovanější populace, 
která se může genotypově i fenotypově lišit od původního 
nádoru.
Při prvotním záměru testovat citlivost k chemoterapeu-
tikům u širokého spektra diagnóz a tedy vysokého počtu 
vzorků se na MOÚ jevilo výhodným dopředu připravovat 
kultivační desky s kultivačním médiem a roztoky cytosta-
tik ředěných v kultivačním médiu a skladovat je při -20 °C 
až do momentu jejich použití. Do takto připravených 
a rozmražených kultivačních desek pak byl přidán pouze 
požadovaný objem suspenze izolovaných buněk vzorku 
v kultivačním médiu. Zmražení však mělo za následek 
znehodnocení kultivačního média vysrážením některých 
jeho složek vlivem nízké teploty a vznikem krystalů, kte-
ré následně ovlivnily celkovou absorbanci v jednotlivých 
jamkách. 
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Obrázek č. 1: Suspenze izolovaných buněk vzorku karcinomu ledviny – 
jamka kontrolní kultivace bez přítomnosti cytostatika.

Obrázek č. 2: Vliv teploty na kultivační médium – A450 jamky negativní 
kontroly s kultivačním médiem bez cytostatika a bez suspenze buněk. 
a) médium skladované při 4 °C (A450 = 0,182), b) médium skladované při 
-20 °C (A450 = 0,237).

a) A450=0,182

b) A450=0,237
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Dalším negativním faktorem tohoto postupu byla nevyhnu-
telná kombinace kultivačních médií různého stáří a tím pH 
v rámci desky (změna pH kultivačního média v čase je po-
zorovatelná změnou jeho barvy díky obsahu fenolové čer-
veni), která také přispěla k odchylkám absorbance. Mezi 
nestandardní postupy lze jmenovat i dlouhodobé sklado-
vání cytostatických látek (byť při nízké teplotě) ředěných 
v kultivačním médiu v předpřipravených kultivačních 
deskách. Pro testování citlivosti jsou používána cytostati-
ka v podobě léčiv. Dle příbalových informací jednotlivých 
preparátů lze vyvodit, že jejich naředění do infúzních roz-
toků s obsahem solí a organických látek či v tomto případě 
velmi komplexního roztoku kultivačního média narušuje 
stabilitu účinné látky, kterou výrobce v takovém případě 
garantuje pouze na omezenou dobu v závislosti na typu 
látky. Stabilita cytostatik, která jsou dodávána ve formě 
lyofi lyzátu, je pak snížena již jejich vlastním rozpuštěním, 
a je proto nutné převést je do roztoku těsně před použitím. 
Potřebné roztoky cytostatik a jednotlivé kultivační desky 
je třeba připravovat těsně před jejich použitím. Není tak 
důvod k dlouhodobému skladování roztoků cytostatik, 
nedochází ke znehodnocení kultivačního média a k jeho 
případnému kombinování v rámci desek. Tímto je spolu se 
správnou manipulací zabezpečena i minimální degradace 
účinných látek.

c) hodnocení citlivosti na základě metabolické aktivity.
Naměřené hodnoty absorbancí jednotlivých jamek kul-
tivační desky jsou převedeny do programu Chemorezist 
1.0 (21). Na základě nich jsou po odečtení absorbance ne-
gativní kontroly (= kultivační médium) sestrojeny křivky 
přežití, tedy podíl přežívajících buněk při jednotlivých 
koncentracích cytostatika vzhledem k pozitivní kontrole 
(= kultura bez cytostatika). Z průměrných křivek vycháze-
jících z dvojího opakování koncentrační řady jsou pak od-
vozeny EC50 pro jednotlivá cytostatika. Vyšetřovaný nádor 
je považován za rezistentní, jestliže jeho izolované buňky 
přežívají (v tomto případě nadále vykazují metabolickou 
aktivitu na mitochondriální membráně) v prostředí chemo-
terapeutika o dané koncentraci z více než 50 %.
Samotná kultivace ex vivo pro buňky představuje streso-
vé podmínky, které mohou ovlivnit jejich životaschop-
nost. Stanovení citlivosti u slabě rostoucích či meta-
bolizujících kultur (tj. buněk s nízkou mírou přeměny 
barevného substrátu i v kontrolní kultivaci) pak není 
možné, neboť výstupní hodnoty absorbancí jsou mno-
hem více zatíženy odchylkami způsobenými například 
již zmíněnými shluky buněk v suspenzi. Při závěrečném 
hodnocení pak nelze kvůli přítomnosti extrémních hod-
not získat standardní křivky přežití, není možno odvo-
dit odpovídající průměrnou křivku přežití pro stanovení 
EC50 (nízko korelující křivky přežití vycházející z dvo-
jího opakování koncentrační řady cytostatika) a získaná 
data lze nazvat jako „nesmyslná“. Citlivost vzorku k da-
nému chemoterapeutiku je tak nehodnotitelná. U inten-
zivně rostoucích či metabolizujících buněk představují 
drobné shluky pouze malé odchylky od celkových ab-
sorbancí a na výsledné křivky nemají významný vliv. 
Bohužel ani zařazení dalšího opakování koncentrační 
řady by v tomto případě rozhodně nemělo výraznější 

vliv na výslednou průměrnou křivku, mnohdy by to ani 
nebylo možné z důvodu nedostatku materiálu.
V určitém procentu případů buňky nejsou dostatečně odol-
né vůči všem stresovým podmínkám a v průběhu kultivace 
odumírají a to i v kultuře bez účinných látek. Tuto situaci 
není možno nijak zmírnit a takovou kultivaci pak evident-
ně není možno vyhodnotit. 
Je jisté, že v takto heterogenní populaci, jako je suspenze 
buněk získaná ze vzorku nádoru, dochází v průběhu kulti-
vace s cytostatiky k selekci subpopulací více či méně cit-
livých k dané účinné látce, které se různou mírou podílejí 
na fi nálním hodnocení. 

Závěr
Nádorová tkáň představuje velmi heterogenní systém, pro 
nějž je typické zastoupení normálních a nádorových buněk 
v různém poměru. Každý vzorek byť se stejnou diagnózou 
představuje jedinečnou tkáň odrážející individuální spek-
trum poškození normálních buněk vedoucích k maligní 
transformaci a individuální vývoj nádoru.
Celková úspěšnost testu je předurčena zejména vzor-
kem samotným, tedy množstvím živých buněk a jejich 
schopností odolat stresovým podmínkám při zpracování 
vzorku a jejich chováním v podmínkách ex vivo. Kromě 
problematického výchozího materiálu však i drobné chy-
by v provedení metodiky mohou samotné či v kombina-
ci ovlivnit kvalitu získaných dat a tím i výsledek testu. 
Nicméně jako každá metodika, má i MTT test své limity. 
Není pomocí něj možno odlišit cytotoxický a cytostatic-
ký účinek na kultivované buňky a celkový výsledek testu 
může být značně ovlivněn přítomností vysokého procenta 
normálních buněk v kultuře.
Pokud je k výsledkům MTT testu přihlíženo jako k po-
slední možnosti volby potenciálně účinného cytostatika, 
kdy standardní způsoby léčby nejsou účinné a pacient 
již prošel několika fázemi chemoterapie, je třeba vzít 
v úvahu, že původně stanovený účinek látky bude již 
do značné míry zkreslen adaptací odolávajících nádo-
rových buněk. Rezistentní nádorová populace nemusí 
nutně vzniknout pouze dlouhodobou selekcí, ale naopak 
může být výsledkem rychlé aktivace molekulárních me-
chanismů zvýšené exprese genů rezistence či inhibice 
exprese cílových genů spojených s maligním potenciá-
lem buněk (22).
Především je nutno poznamenat, že ex vivo testy nemohou 
dostatečně napodobit podmínky lidského těla. Konečné 
vyhodnocení vzorku jako citlivého k určitému cytostatiku 
na základě ex vivo testu proto ještě nemusí nutně zname-
nat, že pacient bude na nasazenou léčbu úspěšně reagovat. 
Samotný princip metody je prostý a logický a takto jej lze 
velmi dobře aplikovat při studiích na buněčných liniích. 
Nicméně hodnocení citlivosti heterogenní buněčné popu-
lace izolované z nádoru jen slabě odráží skutečné vlastnos-
ti nádorových buněk a nádoru jako celku co do odpovědi 
na přítomnost chemoterapeutik.
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