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Souhrn

Testovani chemorezistence nadort ex vivo ptinasi vysledky, které mohou byt aplikovany pii rozvaze o podani chemoterapie. V srpnu
2006 byl na nasem pracovisti (Masaryktiv onkologicky tistav) stanoven protokol o provadeéni testu chemorezistence a definovany
skupiny diagnéz a stadii onemocnéni, u kterych se bude test provadet. Jedna se o metastazujici maligni melanom, sarkom mékkych
tkani primarni a/nebo recidivujici ¢i metastaticky, renalni karcinom primarni nebo metastaticky, relabujici karcinom ovaria a tzv.
»skupina diagnéz na piani klinika®“. V obdobi od zaii 2006 do listopadu 2007 bylo odebrano k testovani chemorezistence celkem 25
vzorkl maligniho melanomu (u 9-ti z nich byly ziskany reprodukovatelné vysledky), 29 vzorki sarkomu (vysledky ziskany u 11-ti
odbért), 36 vzorki renalniho karcinomu (vysledky ziskany u 20-ti z nich) a 16 vzorkd ovarialniho karcinomu (vysledky ziskany
u 11-ti vzorki). Ex vivo zachycena citlivost k ur¢itému cytostatiku nemusi jesté nutné znamenat citlivost nadoru in vivo, zatim vsak
nebyla zaznamendna situace zjisténé rezistence ex vivo a ndsledné citlivosti nadoru in vivo. Obecnym problémem pfti aplikaci vysled-
ki chemorezistence je polyklonalnost solidnich tumort, slozitost metabolismu ¢lovéka a nejistota kultivace pravé malignich bunék
a nikoliv napf. bun&k stromalnich, benignich. Radnému statistickému zhodnoceni a klinické aplikaci vysledkil testu chemorezistence
na nasem pracovisti zatim brani maly pocet hodnotitelnych vzorkd.
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Summary

Chemoresistance assay results may play a role in cancer management decision process. Since August 2006 testing chemoresistance
has been tested according to a protocol that was designed for this reason in our institute (Masaryk Memorial Cancer Institute). Five
groups of different types of cancer in particular clinical stages were defined for chemosensitivity testing with: 1. metastatic malig-
nant melanoma, 2. soft tissue sarcoma (STS), either primary or recurrent/metastic, 3. primary or metastatic renal cancer, 4. recurrent
ovarian cancer and 5. other diagnosis ,,on clinician’s request™. In the period from September 2006 to November 2007, 25 samples
of malignant melanoma (reproducible results in 9 cases), 29 samples of STS (relevant data in 11 cases), 36 samples of renal cancer
(relevant results in 20 samples) and 16 samples of ovarian cancer (reproducible results in 11 cases) were acquired. Sensitivity to
certain chemotherapy agent observed ex vivo does not necessarily mean that the cancer would also be sensitive to the same agent in
vivo, however, ex vivo resistance with following in vivo sensitivity of the tumour has not been observed to date. The cultivation of
malignant cells is very uncertain in solid tumours, which consist of several malignant cell multiclones (benign/stromal cells may out-
grow malignant cells). This cultivation uncertainty as well as the unique complexity of human metabolism makes clinical application
of chemoresistance testing at least very questionable. The small number of successfully evaluated samples has not yet provided us to
carry out proper statistical evaluation and clinical application.
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Uvod, metoda a vysledky

Testovani chemorezistence vzorkd ex vivo za pomoci tetrazo-
liového testu (MTT test) probihda v Masarykové onkologic-
kém ustavu v Bm& (MOU) jiz po dobu nékolika let. V srpnu
2006 byl ustanoven protokol a byly urceny diagndzy v urci-
tych stadiich, u kterych se bude MTT test provadét. Ve spolu-
praci s Institutem biostatistiky a analyz Masarykovy univer-
zity v Brn¢ byly ureny tzv. kritické scénare, které umozni
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lepsi statistické zpracovani vyslednych klinickych dat. V ne-
posledni fad¢ doslo k optimalizaci vlastniho zpracovani vzor-
ki nadort a hodnoceni ziskanych laboratornich dat.
Stanoveni citlivosti k vybranym chemoterapeutikim je
nyni provadéno u nasledujicich 5-ti skupin diagnoz:

1.) Metastazujici maligni melanom u pacienti s piedpo-
kladem podani chemoterapie, u nichz je k dispozici lozis-
ko nebo vypotek vhodny k vySetieni.
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2.) Sarkom mekkych tkani primarni a/nebo recidivujici
¢i metastaticky, opé€t u pacientli s pfedpokladem podani
chemoterapie.
3.) Renalni karcinom primarni nebo metastaticky.
4.) Karcinom ovaria. Zde se puvodni pozadavek omezu-
jici provadéni MTT testl pouze u relabujiciho karcinomu
postupné zménil na testovani vzorkli u vSech pacientek
s karcinomem ovaria, u nichz se pfedpoklada podani che-
moterapie (tj. od stadia FIGO Illa a vyse).
5.)  Zvlastni skupinu tvori ,,diagnozy na prani klinika™. Do této
skupiny se fadi vzorky pacienti, u nichz si okolnosti v priibéhu
lécby vyzadaly stanoveni citlivosti k vybranym chemoterapeuti-
kiim. (Blize bude zminéno v dalsi ¢asti ¢lanku.)
Metoda stanoveni chemorezistence ex vivo zacina odbé-
rem dostatecného mnozstvi materidlu (co nejvétsi objem
nadorové tkané, nebo az 500 ml vypotku - ascites, flui-
dothorax). Vzorek je dale upravovan za sterilnich podmi-
nek s cilem ziskat suspenzi obsahujici 0,5-1x10°¢ uvolné-
nych zivych bunek v 1 ml. Suspenze je barvena roztokem
Trypan Blue (Invitrogen Corp.) a poc¢itanim bunék v Biir-
kerové komirce (Meopta) je hodnocen pocet zivych izolo-
vanych bunék (Zivé buiky nejsou barveny a v mikroskopu
se jevi svétle zluté; do mrtvych bunék barva pronika a jsou
tedy modré). Bunky jsou nasledné kultivovany s cytosta-
tiky v96-ti jamkové desce po dobu tif dnii pfi 37 °C s 5 %
CO,. Kazd¢ cytostatikum je hodnoceno v Sesti sestupnych
koncentracich v duplikatu vzdy v pfitomnosti negativni
(samotné kultivaéni médium) a pozitivni kontroly (kultura
bunék bez cytostatika). Pro kazdou diagnozu bylo zvoleno
spektrum testovanych cytostatickych latek a jejich prefe-
rence a to pro pripad, Ze mnozstvi izolovanych bunék neni
dostacujici pro hodnoceni vsech cytostatik.
Maligni melanom: 1. dakarbazin, 2. cisplatina, 3. karmus-
tin, 4. bleomycin, 5. vinblastin, 6. karboplatina.
Renalni karcinom: 1. 5-fluorouracil, 2. gemcitabin, 3. vin-
blastin, 4. karboplatina.
Karcinom ovaria: 1. paklitaxel, 2. cisplatina, 3. karbopla-
tina, 4. topotekan, 5. gemcitabin, 6. doxorubicin.
Sarkom meékkych tkani: 1. doxorubicin, 2. cisplatina,
3. etoposid, 4. docetaxel, 5. vinkristin, 6. dakarbazin.
Po skonceni kultivace je do kazdé jamky ptidan roztok
substratu MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich Inc.) nebo WST-1
(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-benzen disulfonat), ktery je u zivych bun¢k redukovan
na temn¢ Cervenohnédy formazan. Intenzita zbarveni je
finaln¢ hodnocena spektrofotometricky pii vinové délce
570 nm (MTT) nebo 450 nm (WST-1). Reakce probiha
na mitochondridlni membrané zivych bunck a hodnota
absorbance tedy odpovidd mnozstvi bun¢k ptezivajicich
v prostiedi u€inné latky. Ziskana data pro kazdé cytostati-
kum jsou nasledné vyhodnocena v programu Chemorezist
1.0 a znazornéna jako kiivka davkové zavislosti, z niz lze
odecist hodnotu efektivni koncentrace smrtici 50 % bu-
nék (EC,)). Z grafu Ize rovnéz odecist, jaky podil populace
preziva 1 nejvyssi hodnocenou (terapeuticky nepouzitel-
nou) koncentraci cytostatika. Vlastni interpretace nalezti
je pak udavana v ¢iselné podobé a to:
e Rezistentni: EC_ > 1/16 x maximalni hodnocen4
koncentrace pouZitého cytostatika (c_ )

o Castetné citlivy: EC, = 1/16 — 1/32 x ¢__

e Citlivy: EC,, <1/32 x ¢ nebo téz citlivost celé po-
pulace bun¢k

Podrobnosti o metodé ptinasi ¢lanek Michalova a kol. (1).
Hlavnim uskalim testu chemosensitivity u solidnich na-
dord je vétsi ¢i mensi polyklonalnost bunééné populace
ve vzorku a tedy urcita nejistota, zda je skutecné finalné
hodnocena metabolicka aktivita pomnozenych malignich
bunék a nikoliv naptiklad fibroblastii nebo jinych mezen-
chymalnich ¢i epitelidlnich bunék. Vzhledem k faktu, Ze
vzorky pochazeji vétsinou od pacientll s pokroCilym so-
lidnim tumorem, je jasné, ze hodnocena nadorova popu-
lace je jiz znacné pocetnad a tudiz i heterogenni (2). Doslo
tedy jiz ke klonalni divergenci a nador je sloZzen z mnoha
ruznych vice ¢i méné agresivnich klont v odliSnych fa-
zich bunééného cyklu. V literatufe se uvadi déleni bunék
nadorové populace do tfi skupin: 1. bunky diferencova-
né, které ztratily dalsi reprodukeni potencial, 2. bunky se
schopnosti délit se, nachazejici se v urcité fazi bunééného
cyklu a 3. buiky schopné délit se, ale spocivajici ve fazi
GO bunééného cyklu (3, 4). Dle obecného piedpokladu
pusobi chemoterapie piedev§sim na délici se bunky, vliv
na klidové bunky s potencidlem déleni neni znam. Tyto
bunky jsou vsak vystaveny mutagennim vliviim cytostatik
a vzhledem ke klidovému stavu unikaji pfimému testovani.
Navic MTT testem neni mozno rozeznat, zda v ramci kul-
tivace nadorovych bunék s cytostatiky doslo jen k inhibici
bunééného metabolismu nebo k definitivni nevratné de-
strukci bunky. Pozadavek na co mozna nejvétsi uniformitu
bunék solidnich nadorl v kultivaénim médiu je zatim tech-
nicky nemozny, ale i bezpfedmétny. Pokud by se izolac-
nim krokem podatilo zachytit jen jeden urcity klon z mno-
ha jinych, byl by vysledek testu zatizen zna¢nou selekci
uvnitf populace a v zadném pripadé by neodrazel skute¢né
vlastnosti nadoru jako celku. Polyklonalnost jako obecna
vlastnost solidnich tumort tedy predstavuje limitaci MTT
testu. Na druhou stranu se zfejmé jiz kazdy onkolog ocitl
v situaci, kdy zvazoval vybér cytostatik a jejich kombinaci
u pacienta a v takové chvili by uvital vysledky MTT testu,
které by mohly pomoci alespon pfiblizné¢ sméfovat jeho
dal3i 16¢ebné usili. Diagnozy, u kterych je na MOU citli-
vost k chemoterapeutikiim stanovovana, byly vybrany na
zaklade jejich obecné rezistence viici chemoterapii a tedy
omezené moznosti vybrat z obecné doporucenych sché-
mat kombinaci cytostatik (karcinom ovaria je sice nador
primarn¢ chemosenzitivni, ale jeho recidiva jiz vétsinou
citlivost vii¢i chemoterapii ztraci).

Maligni melanom

Maligni melanom je onemocnéni chemorezistentni, v po-
¢atecnich stadiich dosahuje vybornych vysledkt disledné
chirurgické feseni. Ve fazi diseminace ma vSak onemocné-
ni velmi $patnou prognézu a je témét vzdy fatalni. Median
preziti nemocnych se pohybuje mezi 6-tii a 9-ti mésici,
1-2 % piipadl preziva do 5-ti let. V ramci paliativnich re-
zimi se jako nejucinnéjsi jevi imunochemoterapie kom-
binujici cisplatinu, vinblastin a dakarbazin (CVD) s inter-
feronem alfa a interleukinem-2. Jeji response rate (RR),
neboli mira odpovédi na 1é¢bu, se pohybuje mezi 18 %
(5) az 48 % (6), resp. 64 % (6), median pieziti pak koli-
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sa mezi 9-ti, resp.12-ti mésici (5, 6). Druhou pouzivanou
kombinaci cytostatik je bleomycin, vinkristin, lomustin
a dakarbazin (BOLD). Jeji t¢innost je mensi, RR 20 %
(6), median preziti 3 mésice. V monoterapii se ¢asto pou-
ziva dakarbazin (RR cca 20 %), fotemustin (RR az 24 %)
a ve vybranych pfipadech temozolomid (RR 17 %) (6). Od
z4¥{ 2006 do listopadu 2007 bylo v MOU odebrano k MTT
testu celkem 25 vzorkd maligniho melanomu (2 vypotky,
23 vzorkid uzlinovych nebo organovych metastaz), jen
u 9-ti se vSak podafilo ziskat vysledek citlivosti k vybra-
nym cytostatikim. K cisplatiné byla prokazéana tplna cit-
livost u 4 vzorkl (44 %), 4 vzorky byly k cisplating rezis-
tentni, 1 vzorek nebyl hodnocen. Citlivost ke karboplating
byla detekovana u 1 vzorku, rezistence pak u 1 vzorku,
u 7 vzorkd nemohla byt citlivost ke karboplatiné vyhod-
nocena. Vysledky citlivosti k dakarbazinu (hodnoceno
celkem 8 vzorkid), karmustinu (6 vzorkid), bleomycinu
(8 vzorkl) a vinblastinu (2 vzorky) prokazaly rezistenci
vsech testovanych vzorkt. Vysledky potvrzuji fakt, ze
maligni melanom je onemocnéni chemorezistentni, jeho
bunky jsou navic ex vivo obtizné kultivovatelné.

Citlivost stanovena ex vivo se vSak nepotvrdila in vivo
u pacienta (30 let) s malignim melanomem diseminova-
nym do plic, jater a uzlin. Dle vysledku MTT testu byl
vzorek odebrany z uzlinové metastazy velmi citlivy ke
karboplatiné, citlivy k cisplatin¢ a melfalanu. Pacient po
odstranéni primarniho nadoru (primum bylo v oblasti hyz-
dé, Breslow 2 mm, ale stadium IIIA - pozitivni regiondlni
uzliny) absolvoval adjuvantni imunoterapii interferonem
alfa, pii které doslo po 10-ti mésicich k progresi do vyse
uvedenych organt. Do 1. linie paliativni chemoterapie byl
indikovan rezim kombinujici cisplatinu, vinblastin, da-
karbazin a interleukin-2 s efektem progrese onemocnéni.
Nasledné byla indikovana 2. linie paliativni chemoterapie
v rezimu bleomycin, vinkristin a lomustin, opét s efektem
rychlé progrese. Pacient posléze do 1 mésice exitoval.

Sarkom mékkych tkani

Dalsim testovanym druhem nadoru je sarkom meékkych
tkani (soft tissue tumour / sarcoma - STT/STS). i v pripa-
dé této diagnodzy je na prvnim misté operacni feseni, pokud
je mozné. Operace by se v8ak méla provadét na pracovisti
s dostate¢nymi zkusenostmi, jez zaru¢i vykon radikalni, ale
i bezpe¢ny pro pacienta. Bohuzel i tento typ nadoru je casto
diagnostikovan jiz lokalné pokrocily nebo az ve stadiu dise-
minace. V takovych piipadech je operace vyloucena nebo
ma pouze paliativni charakter. Problematika adjuvantni ¢i
paliativni chemoterapie je pfedmétem fady studii. Obecné
se predpoklada benefit adjuvantni chemoterapie u pacientl
s STT ulozenymi v hloubce, vétSimi neZ 5 cm a s vysokym
histologickym gradem. Nej¢astéji uzivanymi cytostatiky jsou
doxorubicin a ifosfamid (7, 8, 9, 10). Vysledky paliativni che-
moterapie jsou Spatné, median piezivani pacienti se pohy-
buje mezi 7-11-ti mésici (9). Solitarni metastazy jsou odstra-
nény chirurgicky, pokud je to mozné. Z nejcastéji uzivanych
cytostatik v ptipadé diagnozy STT lze jmenovat predevsim
doxorubicin (jeho podani je ale limitovano kardiotoxicitou,
liposomalni forma je indikovana jen u Kaposiho sarkomu),
ifosfamid nebo cyklofosfamid, dakarbazin, vinkristin a cis-
platinu. Response rate udavany pii monoterapii doxorubi-
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cinem je okolo 20 %, pii pouziti ifosfamidu pak 18 % (7).
Rezim MAID (doxorubicin, dakarbazin, ifosfamid+mesna)
dosahuje v nekterych studiich RR az 32 %, rezim ifosfamid +
doxorubicin pak 17 % (9). Nevyhodou rezimu MAID je vSak
jeho toxicita. Diive Casto uzivany rezim CY VADIC (vinkris-
tin, doxorubicin, dakarbazin a cyklofosfamid) je ale piiblizné
stejnd ,,G¢inny* (9). Uéinnost druhé & dalsi paliativni linie
chemoterapie je u STT jesté nizsi (zde je tieba podotknout,
7e mira odpovédi na chemoterapii zalezi i na histologickych
subtypech STT a lokalizaci tumoru) (8, 9). VySe uvedeny
vycet odpovédi na cytostatickou lé¢bu umoziiuje prihlédnout
k vysledkiim MTT testu pii podani chemoterapie s paliativ-
nim G¢elem od 2. linie, v urcitych ptipadech i v ramci 1. linie.
V obdobi 09/2006 — 11/2007 bylo v laboratofi chemorezis-
tence MOU zpracovano celkem 29 sarkomi, u 11 vzorkd se
podafilo pln¢ nebo ¢astecné zhodnotit citlivost k vybranym
cytostatikim (citlivost k nékterym cytostatikiim nemohla
byt vyhodnocena pro nestandardni prabéhy kiivek davkové
odpovédi v programu Chemorezist). Testovany byly nejcas-
t&ji vzorky primarnich nadort (15 vzorktl) a na druhém mis-
t¢ recidiva tumoru (14 vzorkl). Paradoxné byla u 3 vzorkt
(27 %) prokazana uplna citlivost k cisplatiné (RR monote-
rapie cisplatinou se udava mezi 10-13 %) (10), 1 vzorek byl
Castecné citlivy (9,1 %), 4 vzorky byly k cisplating rezistentni
u 2 vzorkl (18 %) byla prokazana 0iplna citlivost k vinkris-
tinu, 3 vzorky byly k vinkristinu rezistentni (27 %). VSech
9 vyhodnocenych vzorki bylo rezistentnich k doxorubicinu
(82 %). Stejné tak u docetaxelu a dakarbazinu nebyla u zad-
ného hodnoceného vzorku zaznamendna ¢aste¢nd nebo uplna
citlivost. Citlivost k oxazafosforiniim neni mozné v ramci
MTT testu stanovit (oxazafosforiny jsou teprve az v téle me-
tabolizovany na ucinnou latku fosforaminomustard).

Modelovym pripadem vyuziti vysledku MTT testu byl pacient
(vek 40 let) se sarkomem levé horni koncetiny. Pied piichodem
nanase pracoviste byl pacient opakované operovan pro recidivu-
ji tumor predlokti, nador byl opakovang histologicky hodnocen
jako nizce diferencovany sarkom, diferencialné diagnosticky
maligni melanom. Dluzno podotknout, Ze pacient dlouhodobé
odmital radikalni zakrok typu amputace. V dubnu 2005 byl paci-
ent poprvé operovan v MOU, vysledky histologického vy3etieni
byly opét nejednoznacné: nizce diferencovany sarkom, maligni
melanom. Velmi brzy doslo u pacienta k recidivé onemocnéni
a byla opét provedena exstirpace. Vzorek nadorové tkané byl
poslan do referenéni patologické laboratote, kde bylo vysloveno
podezieni na non-hodgkinsky lymfom. Pacient nasledné absol-
voval 2 cykly chemoterapie v rezimu CHOP (cyklofosfamid,
vinkristin, adriamycin + prednison) s efektem progrese. V cerv-
nu 2005 byla provedena tru-cut biopsie, histologicky nalez byl
definitivné uzavien jako nizce diferencovany sarkom. Pacient
posléze absolvoval hypertermickou perfiizi s melfalanem a na-
sledné intraarteridlni aplikaci doxorubicinu s embolizaci. V zafi
2005 doslo k progresi tumoru a znovu byl proveden pokus o co
mozna nejradikalngjsi exstirpaci (pacient stale odmital amputa-
ci). Vzorek byl hodnocen pomoci MTT testu s vysledkem upl-
né rezistence k doxorubicinu, cisplating, etoposidu, docetaxelu,
vinkristinu a dakarbazinu. Za dva mésice byl pacient znovu
operovan pro recidivu tumoru, dle 2. MTT testu byl vSak na-
dor noveé citlivy k vinkristinu a cisplating, stale vSak rezistentni
k doxorubicinu, etoposidu a docetaxelu. V obdobi od prosince
2005 do unora 2006 pacient podstoupil radioterapii, LD 60Gy.
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Nasledné bylo indikovano podani celkem 6 sérii ,,adjuvantni*
chemoterapie v rezimu vinkristin a melfalan. Efektem po 6-ti sé-
riich chemoterapie byla sice lokalni progrese, ale zjevna recidiva
onemocnéni nebyla jesté po 3 sériich této chemoterapie patrna,
pacient jinak v roce 2005 kazdé 2 mésice podstupoval operacni
vykon. V ¢ervnu 2006 byl znovu proveden pokus o co nejra-
dikalngjsi exstirpaci nadoru. Dle 3. MTT testu byl vzorek stale
hodnocen citlivym k vinkristinu, ¢aste¢né citlivym k cisplating,
nove vak citlivym k topotekanu a stéle rezistentnim k doxorubi-
cinu, docetaxelu a etoposidu. Od ¢ervna 2006 do srpna 2006 byla
provedena intersticialni brachyterapie, LD 30Gy. V zaii 2006 se
vsak objevila nova recidiva onemocnéni a pacient kone¢né svo-
lil k amputaci koncetiny. Vzorek nadoru byl opétovné vysetien
MTT testem (jiz po 4.) a byl shledan pln¢ citlivy k cisplatiné
(citlivost k vinkristinu nebyla testovana), rezistentni k etoposi-
du, doxorubicinu, dakarbazinu a docetaxelu. V listopadu 2006
byly diagnostikovany plicni metastazy, které byly inoperabilni
a jejich histologicka verifikace nebyla mozna. Vzhledem k vy-
bornému stavu pacienta (KI, neboli Karnofski index, 100 %)
a veku byla indikovana paliativni chemoterapie v rezimu MAID
(dakarbazin, ifosfamid+mesna, doxorubicin nebyl pro predléce-
nost timto cytostatikem a jeho predeslému efektu podan). Efekt
po 3 sériich chemoterapie byl klasifikovan jako stabilizace one-
mocnéni (SD) dle kritérii RECIST. Po 6-ti sériich chemoterapie
vsak doslo k progresi onemocnéni. V dalsi onkologické rozvaze
bylo prihlédnuto k trvajicimu dobrému stavu pacienta, jeho prani
se dale IéCit a vysledkiim MTT testu. Byla indikovéna paliativni
chemoterapie v rezimu cisplatina v kombinaci s etoposidem. Po
3 sériich chemoterapie byla zaznamenana vyrazna parcialni re-
mise (PR) a po 6-ti sériich stabilizace onemocnéni. Pacient je az
do dnesni doby sledovan, nadale ve stabilizované fazi onemoc-
néni (trva zatim 6 mésict). Jednalo se tedy o pacienta s chemo-
rezistentnim onemocnénim, opakované hodnocenym v ramci
MTT testu, ktery se dostal do stabilizace diky chemoterapii po-
dané s vysoce paliativnim zamérem, jejiz slozeni bylo ovlivnéno
i vysledky MTT testu.

Karcinom ledviny

Zhoubny nador ledviny pfedstavuje onemocnéni rezistent-
ni k chemoterapii, jeho incidence v Ceské republice ma
rostouci charakter, viz Graf ¢. 1 (18).
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Graf & 1: Vyvoj incidence zhoubného nadoru ledviny v Ceské
republice.

Udavany RR uzivanych cytostatik (vinblastin, 5-fluorou-
racil) se pohybuje mezi 5-10 % (11, 12). Imunoterapie
je v piipadé diagnozy sice ucinnéjsi, presto jsou vysled-
ky 1é¢by malo ptiznivé (RR interferonu alfa 15 %, paci-
enti po nefrektomii s plicnimi metastazami maji RR az

30 %, interleukin-2 ma RR 15-20 %, kombinovana imu-
nochemoterapie dle Atzpodiena - tedy interferon alfa +
interleukin-2 + 5-fluorouracil ma udavany RR az 30 %)
(13, 14, 15). Zakladem 1é¢by karcinomu ledviny je tedy
opét chirurgické odstranéni tumoru, nicméné i toto one-
mocnéni velmi ¢asto recidivuje nebo je jiz zachyceno
ve stadiu vzdalené diseminace. Novinkou v lécbé tohoto
onemocnéni je pouZiti zastupct takzvané biologické 1é¢-
by - sunitinibu a sorafenibu. Jedna se o inhibitory mnoha
receptorovych tyrozinkindz (multitarget therapy), které
se podileji na rdstu tumoru, angiogenezi a metastazova-
ni. V dnesni dobé¢ jsou indikovany po selhani cytokino-
vé lécby. RR je u sunitinibu az 36 %, time to progession
(TTP) pak 38 tydnti, u sorafenibu jsou vysledky podobné
(16, 17). Posloupnost 1écby — operace — imunoterapie
— biologické 1é¢ba vedla ke sniZzeni podavani cytostatik
u této diagnozy. Pacienti jsou po selhani biologické 1é¢by
jen ziidkakdy ve stavu, ktery by umozioval podani cy-
tostatik. Diagno6za karcinomu ledvin byla vybrana k testo-
vani chemorezistence ex vivo v dob¢, kdy lécba sunitini-
bem a sorafenibem jesté nebyla schvalena. Ve sledovaném
obdobi (od 09/2006 do 11/2007) bylo testovano celkem
36 vzork karcinomu ledviny (30 vzork® primarniho nado-
ru, 5 vzorkll metastazy, 1 vypotek), u 20 z nich byl ziskan
reprodukovatelny vysledek. Uplné citlivost byla zazna-
menana u 3 vzorkid (15 %) k 5-fluorouracilu, u 4 vzorkt
(20 %) ke gemcitabinu a 5 vzorkd (25 %) k vinblastinu.
2 vzorky (10 %) byly ¢astecné citlivé ke gemcitabinu, re-
zistence byla prokazana u 11 nadort (55 %) k 5-fluoroura-
cilu, u 6 vzorkt (30 %) ke gemcitabinu a 5 vzorki (25 %)
k vinblastinu. Vysledky v zasadé¢ potvrdily rezistenci kar-
cinomu ledviny k chemoterapii, pfekvapujici je pouze po-
mérné Cetnd zaznamenana citlivost k vinblastinu, u jehoz
pouziti neni RR udavano vyssinez 10 % (11, 12).

Karcinom ovaria
Incidenci onemocnéni karcinomu ovaria v Ceské republi-
ce ukazuje Graf ¢. 2 (18).
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Graf & 2: Vyvoj incidence zhoubného nidoru vajeéniku v Ceské
republice.

Vzhledem k anatomické lokalizaci vaje¢niku je tento na-
dor diagnostikovan casto (az v 80 %) ve stadiu III nebo
IV. Zéakladni 1é¢ebnou modalitou je chirurgicky zakrok
(vzhledem k casto zjistované pokrocilosti onemocnéni je
Casto mozny jen fadné provedeny debulking). Podavani
cytostatik (pfedevsim paklitaxelu, karboplatiny, cisplati-
ny a cyklofosfamidu) ma na pocatku 1é¢by velmi dobry
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efekt, znané procento pacientek vSak posléze recidivuje
(19). Do prvni linie paliativni chemoterapie je indikova-
na kombinace paklitaxelu s platinovym preparatem. Zda
se, ze neni rozdil v poétu odpovédi na lécbu a prezivanim
pacientek pfi podani cisplatiny nebo karboplatiny (20, 21).
Kombinace paklitaxelu s karboplatinou se v§ak vyznacuje
nizsi gastrointestinalni toxicitou (22). Response rate kom-
binace paklitaxelu s platinovym cytostatikem je 73 %, me-
dian prezivani pacientek pak 35 mésict (20, 21). Pétileté
prezivani se pohybuje od 20 % (III. stadium), do 5-7 %
(IV. stadium) (23, 24, 25). V piipad¢ recidiv onemocnéni
se situace stava problemati¢téjsi, prognoza zalezi do znac-
né miry na dobé&, kdy doslo k relapsu po 1. linii chemote-
rapie. Pokud dojde k recidivé do 6-ti mésicu od ukonéeni
primarni chemoterapie, hovoti se o nadorech rezistentnich
k paklitaxelu a platiné. Odpovédi na 1écbu v dalsich liniich
jsou velmi nizké (pfiblizn¢ 20 %) a progndza onemocné-
ni je nepfizniva. V téchto ptipadech se zvazuje aplikace
cytostatik typu topotekanu, gemcitabinu nebo etoposidu.
Recidiva po 1 roce od ukonceni 1. linie chemoterapie
umoznuje navrat k preparatiim jiz jednou pouzitym (nador
je citlivy k paklitaxelu a platin¢), mira odpovédi a prezi-
vani pacientek je vyssi. Pacientky, které recidivuji od 6-ti
mésicti do 1 roku po primarni chemoterapii, tvoii urcity
prechod mezi vySe uvedenymi skupinami. Jejich Sance
na lécebné odpovédi jsou vyssi nezli u prvni skupiny, ne-
zda se vsak, ze existuje rozdil mezi G¢innosti cytostatik
uzitych v 1. linii nebo zcela jinymi cytostatiky (23). Na
nasem pracovisti bylo od 09/2006 do 11/2007 odebrano
celkem 16 vzorkt karcinomu vaje¢niku (9 vzorkt primar-
niho nadoru, 7 vzorki recidivy tumoru — z toho 2 vzorky
solidnich metastaz, 5 vzorku ascitu), pouze u 11-ti byl zis-
kan reprodukovatelny vysledek citlivosti, resp. rezisten-
ce. Ani jeden vzorek nebyl citlivy ex vivo k paklitaxelu,
2 (18 %) byly ¢astecné citlivé, 4 (36 %) rezistentni, citlivost
5 (45,5 %) vzorka k paklitaxelu nemohla byt hodnocena.
U platinovych derivatt karboplatiny / cisplatiny byly zjis-
tény nasledujici vysledky: citlivost celé populace bunék:
0 /3 (0 /27 %), castecna citlivost: 0/0, rezistence:
5/4(45/36 %), 6 vzorkt (54,5 %) nemohlo byt zhod-
noceno u karboplatiny, u cisplatiny pak 4 (36 %). Dale
byla zjisténa uplna citlivost 2 vzorkl k topotekanu (18 %)
a 2 k doxorubicinu (18 %), zadny vzorek nebyl citlivy
k gemcitabinu. Prekvapujici rezistence vzorkt k prepa-
ratim podavanym standardné v prvni linii chemoterapie
je zfejmé ovlivnéna malym souborem pacientt. K vysled-
kiim ziskanym MTT testem se naSem pracovisti ptihli-
zi az pii indikaci druhé linie paliativni chemoterapie. Do
1. linie chemoterapie je indikovan, pokud to stav paci-
entky dovoluje, rezim paklitaxel + platinovy derivat (ve
volbé mezi karboplatinou a cisplatinou je mozné odvolat
se na vysledky MTT testu, rozhodujici je vSak predevsim
stav pacientky, jeji interkurence, pfani event. ambulantni-
ho podani chemoterapie, atd.). Pacientka v zasad¢ dostane
2. linii chemoterapie az po absolvovani prvni linie, kdy
je populace nadorovych bunék zménéna zkusenosti s pak-
litaxelem a platinou. Jen malokdy se ndm zatim dafi zis-
kat vzorek nadoru pied podanim druhé linie chemoterapie
(napf. Z ascitu, hrudniho vypotku, ¢i z operace recidivy
tumoru), abychom ur¢ili aktualni citlivost bunék vystave-
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nych cytostatikim 1. linie chemoterapie, které mohly do
jisté miry vlastnosti bun¢k ovlivnit. Nase dosavadni zku-
Senosti dokazuji dlouho znamou véc, ze ani u diagnozy
karcinomu ovaria neznamena citlivost prokazana ex vivo
zarucenou citlivost nadoru in vivo.

Prikladem je pacientka se serdznim papilarnim karcino-
mem ovaria, inicialné stadium IIIC. Pacientka prodélala
operaci a nasledn¢ 6 cykli chemoterapie v rezimu paklita-
xel a karboplatina s efektem kompletni remise. Za 8 mé-
sicti byla zjisténa recidiva - maligni ascites, postizeni pe-
ritonea. Ascites byl punktovan a vysledky histologie byly
shodné s diive diagnostikovanym karcinomem ovaria. Dle
vysledkt MTT testu byly bunky citlivé k paklitaxelu, to-
potekanu a doxorubicinu, rezistentni pak ke karboplating,
cisplatin¢ a gemcitabinu. Pacientka nasledné absolvovala
2 cykly paliativni chemoterapie v rezimu topotekan v mo-
noterapii s efektem rychlé progrese.

Zavér

Vzhledem k dosud nizkému poctu vyhodnocenych pfi-
padl, u nichz bylo srovnavano laboratorni vysetieni
s klinickym pribéhem onemocnéni a aplikovanou tera-
pii, jsou ziskané vysledky stale pouze na tirovni kasuis-
tik. Sbér dat u vyse uvedenych skupin diagnoz probiha
teprve od zatri 2006 a informace o vysledcich 1écby si
vyzadaji delsi casovy interval. Vzhledem k faktu, ze
vétsina linii standardni chemoterapie zahrnuje aplikaci
dvou nebo i vice cytostatik, bude testovan i vliv vy-
branych kombinaci cytostatik na nddorové buiky ex
vivo. Jisté moznosti pfinasi aplikace vysledki MTT tes-
tu u skupiny diagno6z ,,na prani klinika“. Zahrnuje pa-
cienty s nejriznéjSimi diagnoézami, u kterych jiz byly
vyc€erpany moznosti standardni terapie, ale jejichz stav
jesté dovoli podani 2., 3., nebo n-té linie paliativni che-
moterapie. V téchto ptipadech pak vysledek MTT testu
muze klinikovi dat urcity smér k vybéru cytostatika, at’
jiz v minulosti podaného nebo nového, nikoliv pausalné
indikovaného u dané diagnozy, pokud to indikac¢ni kri-
teria v ramci hrazeni péce dovoli.

Dale se rozviji testovani vypotkii- ascitu nebo fluidothora-
xu, tyto vzorky jsou dobie dostupné, testovani se provadi
dle techniky uvedené v praci Krasna a kol. (26). Nezane-
dbatelné je také to, ze fada pacientd ¢asto prichazi s vypo-
tkem jako primomanifestace maligniho onemocnéni a jsou
tak testovany ,,chemonaivni* bunky.

Velkym problémem metody MTT testu je jiz zminéna po-
lyklonalnost solidnich tumorti. Neni také mozno s jistotou
fici, zda bunky testované v ramci MTT testu jsou nadorové
nebo benigni (napf. fibroblasty). Diskutabilni je taktéz, do
jaké miry je mozno modelovat obecnou, ale i individualni
slozitost metabolismu ¢lovéka v podminkach in vitro / ex
Vivo.

Doposud jsme nezaznamenali situaci, ze by se ex vivo
prokazana rezistence k urcitému cytostatiku projevila
citlivosti nadoru in vivo, ¢astéji jsme byli svédky ex vivo
citlivosti, ktera se bohuzel nasledné in vivo nepotvrdila.
Vysledky MTT testu citlivosti nadorovych bunék k che-
moterapeutikiim pak pfedstavuji v mysleni onkologa
jen orientacni data, vlastni podani cytostatik musi byt
indikovano na zakladé¢ doporucenych postupti, v nichz
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hlavni roli hraje ,,evidence based medicine®, tedy medi-
cina zalozena na dtikazech. Metoda stanoveni citlivos-
ti nddorovych bunék ex vivo je kontroverzni vzhledem
k vy$e zminénym limitacim a ziskané vysledky jsou po-
chopitelné zdrojem nedivéry. V piipadé onkologickych
pacientl a to zejména téch, ktefi nereaguji na standardni
aplikovanou terapii vSak pfedstavuje nad¢ji na vytipo-

vani potencialné tc¢inné latky a tim i nadéji na vyssi
uspésnost 1écby.

Podékovani:

Tato prace byla podpofena z finan¢nich zdroji MZ CR
pro vyzkumny zamér MOU MZOMOU2005 s nazvem
»Funkéni diagnostika zhoubnych nadort*.
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