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EDITORIAL

Budiicnost’ chemoterapie nddorovych ochoreni
zpohladu testovania liekovej rezistencie na bunkovych
kultirach.

MIROSSAY L., MOJZJS J.
USTAV FARMAKOLOGIE LEKARSKA FAKULTA
UNIVERZITY P. J. SAFARIKA KOSICE, SLOVENSKO

Nové technoldgie a rychle narastajice znalosti o molekularnej pod-
state malignych ochoreni poskytuji ddlezité moznosti pre budtic-
nost chemoterapie. Onkoldgia dnes lie¢i Siroku $kélu geneticky
odlisnych jedincov podobnymi lieCebnymi protokolmi, ktoré nie
st rovnako ucinné pre vSetkych pacientov. Naviac v ¢ase, ked’' nddo-
rovd bunka ziskava metastaticky fenotyp, ziskava aj mnoho gene-
tickych zmien, ktoré ju robia rezistentnou na protinddorové lie-
ky.Pochopenie zdkladov malignych ochoreni a mechanizmov
rezistencie na molekuldrnej irovni umozni ovela efektivnej Siu liec-
bu rakoviny. Preto dnes hovorime v tejto stivislosti o individuali-
zacii terapie malignych ochoreni.

Najslubnejsim pristupom k individualizacii terapie sa v su¢asnosti
javi testovanie liekovej rezistencie na bunkovych kultirach
(TLRBK). Tento postup na bunkach Fudskych naddorov je labora-
térnym testom, ktory sa realizuje na Cerstvych vzorkdch tkaniva
alebo populdciach leukemickych buniek. Postup sa sklada
z nasledujucich krokov: i) izolacia nddorovych buniek zo vzori-
ek, ii) vystavenie nddorovych buniek posobeniu lie¢iv pocas krat-
kodobej kultivacie, iii) uréenie uc¢inku lieciv stanovenim bunko-
vej proliferacie alebo bunkovej smrti. V sticasnosti existuju stovky
publikdcii pojedndvajicich o vysledkoch TLRBK a ich koreldcii
s vysledkami terapie a prezivanim pacientov. Cast tychto vysled-
kov nenasla takito koreldciu. Téato skutoénost sa stala pri¢inou
toho, ze pouzitie T L R B K v klinickej onkoldgii bolo v minulosti

EDITORIAL

The future of chemotherapy in cancer with regard to
celi culture drog resistance testing

MIROSSAY L., MOJZIS J.
DEPT. PHARMACOL., MED. FAC, P. J. SAFARIK
UNIV., KOSICE, SLOVAKIA

New technologies and the rapidly increasing knowledge about the
molecular basis of malignant diseases provide important
opportunities for the future of chemotherapy. Oncology is used
today to treat a whole range of genetically different individuals
with similar treatment protocols which are no equally effective
for all. Moreover, by a time a cancer celi acquires a metastatic
phenotype it has acquired many genetic changes which make it
resistant to anticancer drugs. A molecular understanding of the
basis of malignant disecases and mechanisms of resistance will
allow the cancer to be treated much more effectivelly. We are
talking now in this content about individualized chemotherapy in
malignant diseases.

The most promising approach for therapy individualization is
nowadays celi culture drug resistance testing (CCDRT). This
human tumor cell assay is a laboratory test performed on fresh
tissue specimens or leukemic blood cell populations. The
procedire includes following stepsi i) isolating tumor cells from
the samples, ii) exposing the tumor cells to drugs during chort-
term culture, iii) assessing drug effects by measuring either celi
proliferation or celi death. There exist hundreds of publications
with dealing the results of CCDRT and their correlation with
therapy outeome and patient survival. One part of results did not
find such a correlation. This is why the application of CCD R T in
clinical oncology has been controversial in the past. The other

kontroverzné. Druhd éast ziskanych vysledkov vSak dokazuje, Ze
zistené suvislosti st vysoko-pozitivne. Vysledky jasne naznaduju,
Ze ak st pacienti lie¢eni liekmi, ktoré neboli u¢inné v laboratér-
nych testoch, zomieraju signifikantne skor ako ked su v liecbe
pouzité lieky, ktoré boli v testoch aktivne. Niektori vedci st navi-
ac na zaklade vysledkov multivarianej analyzy hlboko presved-
¢eni, Ze vysledky z testovania liekovej rezistencie su ,,ovela dole-
zitejSie ako ktorykolvek iny klinicky alebo laboratérny
prognosticky ukazovatel".

Vsetky tieto zistenia tvoria Startovaciu liniu pre ndvrh, aby bol
T L R B K prijaty ako poistoviiami plne hradeny, vyberovy, a uz nie
len experimentdlny postup pri diagnostike a lieCbe malignych ocho-
reni. Najvacsi pokrok sa na tomto poli objavil v Spojenych Statoch.
Nedévno bolo na zasadnuti Medicare deklarované (Social Securi-
ty Administration Docket Number 96-1936, Decision rendered
April 24,1998), ze ,,poéinajuc 30. junom 1996 bolo jasne dokdza-
né a akceptované vSseobecnou medicinskou komunitou, Ze testo-
vanie liekovej rezistencie na bunkovych kulturach je su¢astou vse-
obecne akceptovanej lekarskej praxe. Od tohto datumu nie je tento
postup povazovany za vylu¢ne experimentalny".

Invitro TLRBK, ako napr. MT T metéda, mozu sluzif ako hod-
notny prostriedok pre predvidanie individudlneho vysledku tera-
pie. Napriek tomu, Ze elte existuje redlna potreba ziskat viac prl’—
kladov korelacie in vitro senzitivity S klinickym vysledkom uz
dnes je znamych prmajmensom niekol’ko pricin alebo situdcii, kde
by mohli byt vysledky testov uZitoéné. Sme presvedéent, Ze paci-
enti s relapsom rezistentného maligneho ochorenia, nddormi neod-
povedajucimi na zauzivanu terapiu, neoplastick}?mi procesmi, kde
dnes neexistuje adekvdtna protokoldrna liecba, s kandidatmi pre
individualizovant terapiu, zaloZzentina TLRBK. Ak uz pre ni¢ iné,
tak v pripade in vitro rezistencie na niektoré protinddorové lieky
je mozné aspoi eliminovat vysoko toxické vedlajsie u¢inky nepou-
Zitim tychto nedcinnych latok v lieCebnych protokoloch.

part of obtained results is indicating the associations are highly
positive.

The results clearly demonstrate that if the patients are treated with
drugs which are not active in these assays, the patients die
significantly sooner than when they are treated with drugs which
are active in the assays. Moreover, some researchers on the basis
of the results of multi-variate analysis are highly persuaded, that
drug resistance assay results are ,far more important than any
other clinical or laboratory prognostic factor".

All these findings form the $tart point for proposal CCDRT to be
a fully-reimbursable, selective, non-investigational service in
malignant diseases diagnosis and treatment. The greatest
progress in this field appeared in the United States. More recently,
it was determined in a Medicare Hearing (Social Security
Administration Docket Number 96-1936, Decision rendered
April 24, 1998) that ,,By June 30, 1996, Celi Culture Drug
Resistance Testing was sufficienfly proven and accepted by the
general medical community to be part of the generally accepted
medical practice. From that time forward it is no longer
considered as experimental”.

In vitro CCDRT like the MTT assay may provide a valuable tool
for prediction of individual therapy outcome. Even there exists a
real need for more examples in in vitro sensitivity correlated with
overall clinical outcome, there exist at least several reasons or
situations in which it could be actually useful. We are persuaded
that patients with relapsed, resistant malignant diseases, with
tumors non responding to usual chemotherapy and neoplasms
where the treatment protocols are not established today, are the
candidates for individualized therapy based on CCDRT. If nothing
else, in the case of in vitro resistance to selected anticancer drugs,
the highly toxic side effects could be eliminated by avoiding the
use of such noneffective agents in treatment protocols.

KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTNI CISLO 22000



HODNOCENI LEKOVE REZISTENCE IN VITRO A JEJI KLINICKE IMPLIKACE

EVALUATION OF DRUG RESISTANCE IN VITRO AND ITS CLINICAL IMPLICATIONS

'TALAC R.,'ZALOUDIK J.,” HAJDUCH M.,’MIHALV.,'CHUMCHALOVA J., HANKEL., KOVARIK]J. ,
UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM, MASARYKOVA UNIVERZITA BRNO A MASARYKUV ONKOLOGICKY

USTAV V BRNE

’LABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UNIVERSITY PALACKEHO A FN V OLOMOUCI
*Koreslpondujici autor: Laboratof experimentalni mediciny Détské kliniky LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olomouc.

E-mail: hajduchm@atlas.cz

Souhrn: Prace diskutuje problematiku individualizace chemoterapie u nemocnych se zhoubnymi novotvary s pouzitim prediktivnich
testdl. ZvIaStni pozornost je vénovana testiim in vitro chemosensitivity a moznostem jejich uplatnéni v klinicke praxi. Rozebrény jsou
moznosti respektovani vysledkti chemorezistence v rtiznych klinickych situacich.

Kli¢ova slova: chemorezistence, prediktivni onkologie, mnohocetna Iékova rezistence

Summa

attention is focused on tests of in vitro chemosensitivity and their value in ¢

. Review article discusses area of individualized chemotheraﬁ)y in patients suffering from malignant diseases. Special

inical practice. The list of clinical situations where patient

can profit from results of in vitro assays is listed in this paper.
Key words: chemoresistance, predictive oncology, multidrug resistance

Vseobecné akceptovanym zakladem soucasné diagnostiky, 1écby i pro-
gndézovani malignich nddort je dnes T N M klasifikace. Tento systém
stratifikuje pacienty podle morfologického rozsahu naddorového one-
mocnéni. Morfologicka klasifikace je nesporné pfinosem v 1é¢bé onko-
logickych pacientti, poskytuje ale pouze minimélni informace o bio-
logické povaze nadorového onemocnéni. NarUstajici znalosti v oblasti
biologie nadorti ukazuji, Ze pravé vlastnosti jako instabilita genomu,
proliferaéni aktivita, pohotovost k apoptdze, metastaticky potencial
nadorovych bunék, jakoz i kvalita protinddorové imunitni odpovédi
vyznamné uruji klinicky pribéh nemoci (1,2). V literatute Ize najit
mnoho publikaci popisujicich vyskyt rtiznych biologickych znakd v
ramci uréitého histologického typu nadoru. Klinické interpretace téch-
to informaci ve vztahu k cilené 16¢bé jsou vsak zatim sporadické.
Soucasna klinické onkologie stavi na vysledcich randomizovanych
klinickych studii. Za 1écebny standard je pifijimdn statisticky nej-
lepsi 1é¢ebny postup. Realitou chemoterapie vétSiny solidnich nado-
ril pfitom zistavd, ze vyznamnou odpovéd na tento statisticky nej-
lepsi postup lze pozorovat jen u ¢dsti nddord. Hodnoceni 1éCebné
odpovédi navic nemusi znamenat vyléceni nebo prodlouzeni Zivo-
ta nemocného. VEtsi Cast 1é¢ebnych odpovédi je klasifikovana jako
parcialni, coZ znamend, Ze podstatnd ¢ast nddoru neni 1é¢bou posti-
Zena a dale progreduje. Ptitom se nebere ohled na skuteCnost, ze
i chemoterapie dosahujici statisticky horSiho vysledku mize byt
individudlné u¢innéjsi. Divod je absence prediktivnich testii v kli-
nické onkologii a tudiz i minimdlni individualizace 1é¢by (tailoring),
k niz se uchylujeme obvykle az po vycerpani 1é¢ebnych moznosti
tak zvané standardni, tedy pausalizované terapie.

Ackoliv chemoterapie predstavuje dnes jedinou standardné pouzi-
vanou systémovou protinddorovou 1é¢bu, jaké jsou moznosti pre-
dikce jeji ucinnosti? Populace nadorovych bunék vykazuje vysoky
stupeil heterogenity prakticky ve vSech svych biologickych vlast-
nostech (3). Z toho také plyne, Ze nador ¢asto obsahuje populace
s rozdilnou citlivosti na danou chemoterapii. Onkologicky pacient
se tak stava subjektem individudlniho klinického pokusu, jehoz
vysledek je nejasny a Iékai nevi zdali podal ,,spravny 1€k spravné-
mu pacientovi". Povazujeme za dilezité si uvédomit, Ze je-1i dany
nador viiéi poddvanému cytostatiku rezistentni, pak bez ohledu na
statistické vysledky randomizovanych studii:

1. nelze u daného jednotlivce ofekavat 1é¢ebny efekt

2. pacient je zbyte¢né zatéZovan toxickou latkou a trpi zcela zby-
te¢né nezadoucimi ucinky

3. jde o zcela netcelné vynakladéani finanénich prostfedki i sil zdra-
votnickych pracovnikt

4. pribéh onemocnéni miize byt dokonce i zhorSen oslabenim meta-
bolismu a pfirozenych obrannych mechanismi nemocného, pii-
padné vznikem dalsich mutaci v nddoru, perturbaci jeho prolife-
race a vyvojem nepfiznivych diverzifikatnich zmén.

Nezanedbatelnym rozmérem onkologické péce jsou ndklady spoje-

né s neefektivni 1é¢bou. Tyto informace jsou publikovany pouze v

poslednich nékolika letech a v Ceské republice zatim chybi. Recent-

ni analyza pfimych nakladd efektivni a neefektivni inicidlni che-

moterapie v U S A ukdzala, Ze neefektivni 1é¢ba je ve srovndni s 16¢-

bou ucinnou dva- az pétkrat drazsi. Rozdil pfimych 1é¢ebnych

nakladi se pohyboval v rozmezi od 7000 do 25000 dolarti (4).
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Myslenka individualizace terapie na zakladé testovani citlivosti in
vitro neni nova. Podobné testy jsou nejen rutinni soucasti 1é¢by infek-
ci, nybrz ptedstavuji prvni krok v raciondlni volbé 1éku. Vybér pre-
paratu zavisi na jeho pfedpokladané ui¢innosti, farmakokinetickych
vlastnostech a spektru nezadoucich ucinku. Jsou-li k dispozici dva
preparaty srovnatelnych vlastnosti, je preferovan ten levnéjsi (5).
Ackoliv uvedend pravidla jsou vSeobecné akceptovana pro racio-
nélni 1é¢bu infekci, ndzory najejich smysl v ramci racionalizace
protinddorové 1é¢by se riizni.

Prvnim krokem k individualizaci terapie je logicky predikce rezi-
stence dané populace vii¢i panelu dostupnych 1éka. Lé¢ime-li infek-
ci jde o bakterie, u malignich nadort jsou to nadorové butiky. V obou
piipadech rezistence nebo citlivost dané populace neni homogenni,
nybrz heterogenni. Navic populace nddorovych bunék ma k dispo-
zici Cetné mechanizmy jak se ,,branit" pfed toxickymi ti€inky cyto-
statika. Prediktivni testy u antibiotik umoznuji odhadnout rezisten-
ci ¢i citlivost individudlni bakteridlni populace vii¢i danému spektru
1éki a tim nasmérovat 1ékate k efektivnéjsi 16¢bé (5). Prediktivni
testy u cytostatik mohou stejné¢ tak pomoci onkologovi odhadnout
rezistenci nebo citlivost konkrétni populace nadorovych bunék vii¢i
danému spektru cytostatik a zvysit tak pravdépodobnost t¢innosti
1é¢by. Problematika testovani malignich nador( je nesporné slozi-
t¢j8i nez u infekci. Tento fakt je dostate¢nym diivodem k peclivé-
mu hodnoceni jednotlivych testi, nelze jej vSak povazovat za argu-
ment proti snahdm o zavedeni in vitro testti do protinddorové 1é¢by.
Kdy pouzivat prediktivni testy v 1é¢bé nadorG? Obecné je predik-
tivni test uzite¢ny vzdy, kdy existuje legitimni volba mezi alespor
dvéma typy chemoterapie nebo pii volbé mezi chemoterapii a jinou
lé¢ebnou modalitou (6). Klinickd praxe ukazuje, Ze to nastava u vét-
Siny onkologickych pacienti. Méame sledovat rezistenci nebo citli-
vost? Z biologického i praktického hlediska je stanoveni rezistence
in vitro daleko jednodussi a také presnéjsi nezli predikce citlivosti.
Vykazuje-li nador rezistenci in vitro, tedy za situace, kdy jsou nado-
rové burnky arteficidlné vystaveny pfimému ucinku testovaného
cytostatika, 1ze pfedpoklddat, Ze dany prepardt bude neucinny in
vivo, kdy kromé bunéénych mechanizmu brani priiniku cytostatika
k naddorovym buiikdm fada biologickych faktort (heterogenni per-
fuze nadorového loziska, pritomnost ¢etnych A-V spojek, vysoky
intersticialni tlak v nddorovém loZisku a pod). Eliminace neucin-
nych preparati tak déle zvySuje Sance lécebného uspéchu. Wei-
senthal uvadi pravdépodobnost u¢inku uritého cytostatika zataze-
ného podle vysledku testu rezistence do jedné ze ¢ty skupin
(Tabulka 1) (6).

Informace, Ze nddorové populace nevykazuje in vitro rezistenci vici
testovanému cytostatiku vSak neznamend, Ze nador bude na dané
cytostatikum citlivy. Predikce citlivosti populace nddorovych bunék
viéi urCitému cytostatiku na zakladé in vitro testii pfedstavuje dale-
ko obtiznéjsi tikol. Diivodem je nemoznost in vitro testl dostate¢né
napodobit situaci v lidském téle. Navic mnohé biologické interakce
mezi nddorovymi burikami a hostitelem jsou zatim neznamé. 1 v této
oblasti je vSak popisovan urdity pokrok. Testy citlivosti kombinuji
informace o rezistenci vii¢i ur¢itym cytostatikiim se stanovenim cyto-
kinetickych parametrti testované nadorové populace (7,9,10). Tyto
informace maji stézejni vyznam, protoZe nadorové buiky se z hle-


mailto:hajduchm@atlas.cz

diska své cytokinetiky nechovaji stejné. Baker rozdéluje kazdou
populaci nadorovych bunék do tfi funkénich skupin: (a) buniky ter-
minalné diferencované, které ztratily reprodukéni potencidl, (b) buil-
ky majici reprodukéni potencial, které se nachézi v ur€ité fazi bunéc-
ného délenti a (c) buriky, které reprodukéni potencidl maji, ale ned€li
se (8). Na zdkladé tohoto rozdéleni dale zavadi pojem terapeuticky
index (TI = procento bunék s reprodukénim potencidlem které se
aktudlné déli / vSechny buriky s reprodukénim potencidlem). Proto-
Ze cytostatika ucinkuji pfevazné na délici se nadorové buriky, ¢im
vyssi je terapeuticky index, tim bude zdsah chemoterapie do repro-
dukéni frakce nddorové populace hlubsi a 1é¢ba bude ucinnéjsi (11).
Jaky je uéinek chemoterapie na nedélici se burnky s reprodukénim
potencidlem neni Uplné jasné. Klinicky pomérné ¢asto pozorovana
ziskana rezistence rezidudlni niddorové populace miize byt jednak
vysledkem selekce rezistentnich bunék v dobé inicidlni 1éCby, ale
také disledkem mutagenniho vlivu cytostatik na nedélici se buriky.
Tyto buriky si zachovavaji schopnost reprodukce, ale tim Ze se v dobé
1é¢by nedéli unikaji jejimu cytotoxickému uéinku (16). Otdzce zda-
li tyto uc¢inky maji néjaky vliv na zménu biologickych vlastnosti
nadoru a projevi se naslednou zménou klinického pribéhu onemoc-
néni byla zatim vénovana pouze minimalni pozornost (12).
Testovani chemorezistence nadorti je nesporné komplexnim problé-
mem. Kromé in vitro cytotoxickych testil existuje celd fada moleku-
larnich bioparametrti a prediktorti odrdZejicich s riiznou spolehlivos-
ti a specifitou pravdépodobnou neucinnost chemoterapie. Tyto znaky
je mozno sefadit do nékolika kategorii. M ezi parametry vzeslé z nepii-
mych testii a jen volné asociované s obecnou chemorezistenci lze zafa-
dit celou fadu biologickych charakteristik nddort jako jsou prolife-
race, mitotickd aktivita, pohotovost nddorovych bunék k apoptoze,
genomova instabilita vyjadiena D N A ploiditou, kapacitou reparace
D N A nebo specifickymi supresorovymi mechanismy jako je p53, déle
overexprese n¢kterych onkoproteinti (HER2/neu), telomerazova akti-
vita, oviem i typ metabolismu nebo vék nemocného. Jde o slabsi pre-
diktory, jejichz uplatnéni, mizeme olekdvat pouze v kombinacich
a sofistikovanéjsich matematickych modelech.

Dalsi skupinou jsou parametry volné asociované avsak zalozené jiz
na specifickém vztahu k uréitému typu cytostatik, které reprezen-
tuji predevsim detoxika¢ni bunééné mechanizmy. Typickym pied-
stavitelem je produkt genu mnohocetné 1ékové resistence (MDR)
p170 oznaCovany také jako P-glykoproteinova detoxika¢ni pumpa.
Predikuje pfedev§im rezistenci na cytostatika s velkou a komplex-
ni molekulou jako jsou antracykliny, taxany nebo inhibitory topoi-
zomerazy. Jinym piikladem muiZe byt transportni protein lékové
rezistence MRP u platinovych derivatd.

Podstatné siln€jsi prediktivni hodnotu mohou mit i v univariaéni
analyze parametry piimo asociované s mechanizmem pisobeni dané
skupiny cytostatik jako je tymidilat syntdza v pfipad¢ fluoropirimi-
dinu, gluthation-S-transferdza u alkyla¢nich latek, mutace beta-tubu-
linu v pfipadé taxanti, estrogenové receptory v uéinnosti kompeti-
tivnich antiestrogenti nebo aromatdzovd aktivita u inhibitord
aromatdzy. Pfimé testy chemorezistence in vivo na nadorovych
xenotransplantatech u nu/nu a SCID mysi nejsou v bézné praxi pro-
veditelné a zlistanou omezeny na experimentalni onkologii. Nedo-
cenénym testem in vivo je ovSem vlastni klinické podavani cyto-
statika za pfedpokladu, Ze 1ze exaktné zhodnotit jeho uinnost, coz
je u Casnych stadii nddord mozné v piipadé neoadjuvantni chemo-
terapie. V piipadé, Ze se v biopsii pfed a po chemoterapii daif sta-
novit podrobnéjsi zmény bioparametrd nez pouze zménu velikosti,
Ize hovofit o monitorované neoadjuvantni chemoterapii, kterd se
vSak bohuzel objevuje ve form¢ klinickych studii jen vzacné.

Je zfejmé, Ze interpretace téchto dat jsou ndro¢néjsi a vyzaduji nejen
znalost technickych detailii jednotlivych testd, ale také schopnost
interpretovat vysledky v kontextu biologie nadorového onemocné-
ni. I kdyz existuji pracovi§té poskytujici komplexnéjsi informace
o biologickych vlastnostech daného nadoru (6), jejich klinické apli-
kace jsou zatim stéle hleddny.

V soucasné dobé je k dispozici nékolik prediktivnich testd, které
byly pouzity v rdmci nékolika klinickych studif (13,14,15,17).
Detailni analyza vysledki pfesahuje rimec této publikace. Souhrn-
né vsak tyto studie ukdzaly, Ze prediktivni testy umoziuji indivi-
dualizovat protinddorovou 1écbu a zlepsit tak jeji vysledky. Zadny
z pouzitych testl v§ak nelze povazovat za optimalni nebo standardni,
nicméné na zékladé soucasnych klinicko-laboratornich zkusenosti
a literarnich referenci doporucujeme respektovat vysledky in vitro
testli chemosenzitivity v klinickych situacich shrnutych v Tabulce
2. V nasledujici sérii ¢lank budou diskutovany jednotlivé problé-

my prediktivnich analyz, jakoZ i prvni vysledky a zkuSenosti s pre-
diktivnimi testy v Ceské Republice. Prediktivni testy jsou tedy rea-
litou dneska. Zatim nejsou optimélni, nicméné jejich zdokonaleni

si lze jen stéZi predstavit bez aktivniho pfispéni vSech odbornikil
zabyvajicich se malignimi nadory.

Tabulka 1: Pravdépodobnost terapeutické odpovédi na zakladé testu in
vitro chemosenzitivity.

Pravdépodobnost ti¢inku Skupina
20:1 4 versus 1

10:1 3versus 1

2: 2 versus 1

2:1 4 versus 3

7: 1 4 versus 2

4: 1 3 versus 2

Skupina 1 - 1€k, ktery virtudlné nema zddnou Sanci byt u¢inny

Skupina 3 - 1€k, ktery md primérnou $anci byt 4¢inny

Skupina 4 - 1ék, ktery ma vys§i $anci byt u¢inny nez se predpoklada

Tabulka 2: Souhrn klinickych situaci, ve kterych lze doporuéit respekto-
vani vysledkid testu in vitro chemosenzitivity.

+ Diagndza umoziuje vybér standardniho reZimu obsahujiciho maxi-
mum senzitivnich cytostatik.

+ Nemocni, ktefi vycerpali standardni protinddorovou Iécbu.

*« Nemocni s nddorem, jehoZ biologické vlastnostijej fadi do prognos-
ticky Spatné skupiny s minimdlni pravdépodobnosti na 1é¢ebnou odpo-
véd (napf. neuroblastom gr. IV s amplifikaci n-myc).

*+ Nemocni se vzdcnymi nddory, kde nejsou dostate¢né zkuSenosti
s chemoterapii.

+ Pacienti s nddorem nezndmého ptuvodu.

+ Aplikace novych 1é¢iv, zatim klinicky nezkouSenych pro danou dia-
gndzu, jsou-li vyéerpany standardni postupy.
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MECHANIZMY MNOHOCETNE LEKOVE REZISTENCE A JEJICH VYZNAM
PRO KLINJCKOU PRAXI
I. TYPICKA MDR

MECHANISMS OF MULTIDRUG RESISTANCE AND THEIR CLINICAL IMPLICATIONS
L. TYPICAL MDR
NOSKOVA V,', HAJDUCH M.!, MIHAL V.!, CWJERTKA K

Z'LABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UP A FN OLOMOUC
ONKOLOGICKA KLINIKA LF UP A FN OLOMOUC

’

Souhrn: Chemoterapie nédorov[\ﬁ:h onemocnéni je dnes rovnocenna s chirurgickou 1é¢bou a radioteraf)ii. Jednou z nejzdvaznéjsich

2

komplikaci a pfi¢inou jejiho selhdni je schopnost nddorovych bunék odolavat ic¢inkiim cytotoxickych latek. Clanek podava prehled
soucasnych znalosti o problematice I¢kové rezistence maligné transformovanych bunék se zaméfenim na mnohocetnou lékovou rezis-
tence (MDR). Jsou popsana kritéria dle kterych se M DR déli na %pickou (klasickou) a ax%ickou. Typickd MDR je zpiisobena mem-
branovym P-glykoproteinem (Pgp) o molekulové hmotnosti 170 k Da patficiho do rodiny ABC-transportnich proteinl. Je popsan jeho
vyskyt u Siroke Skaly organismil, jeho struktura a funkce i hypotézy snaZici se osvetlit jeho Sirokou substrdtovou specifitu. Pozornost
je vénovéna i Eﬁrozené expresi Pﬁp v lidskych tkénich. V druhé puli jsou uvedeny studie zabyvajici se vyznamem Pgp pro klinickou
MDR a to jak u hematologickych nddorovych onemocnéni, tak u solidnich tumoru.

Kli¢ova slova: mnohoCetnd I¢kova rezistence, P-glykoprotein, ABC-transportni proteiny, chemosenzitory, mdrl gen, chemoterapie

Summary: Surgery, radiotherapy and chemotherapy are 3 most effective ways to treat malignant diseases today. One of the most
serious complications and also reason of chemotherapy failure is an ability of tumor cells to resist cytotoxic agents. This Igaper reviews
drug resistance issue of malignant cells and is focused on multidrug resistance (MDR). Criteria are given to divide MDR to 2 groups:
typical (classical) MDR and atypical MDR. Classical M DR 1s caused by membrane P-glycoprotein (Pgp). This 170 kDa protein
belongs to a superfamily of ABC-transport proteins. Pgp molecule is described here as for its structure, functions, and natural
expression in human tissues. Hypothesis trying to explain its broad speciﬁci% are given as well as its Ipresence in organisms ranging
frlom bacten'g to man. Studies dealing with significance of Pgp for clinical M DR in hematological malignancies and solid tumors are
also reported.

Keywords: multidrug resistance, P-glycoprotein, ABC-transport proteins, chemosensitors, mdrl gene, chemotherapy

1. Obecny ivod k MDR
Ackoliv se chemoterapie nddorovych onemocnéni stala na prelo-
mu 60. a 70. let rovnocennou s chirurgii a radioterapii, ztistdvé
stale klicovym problémem odhad uc¢innosti cytostatické 1éCby
v eradikaci nddoru a soucasné miry jeji toxicity pro pacienta. Defi-
novat v§echny okolnosti ovliviiujici u¢innost cytostatické 1é¢by
a piic¢iny variabilni odpovédi onkologickych pacientli na ni je vel-
mi obtizné. V zdsad€ je vSak mizeme rozdélit do dvou skupin:
1. zavislé od pacienta (vé€k, pohlavi, rendlni a jaterni funkce,
vazebnd kapacita plazmatickych proteind, soubézna 1é¢ba jiny-
mi medikamenty.. .atd),
2. zévislé od nddoru (typ, lokalizace, rozsah, agresivita, metasta-
ticka aktivita, pfedchozi 1é¢ba.. .atd).
Jednou z nejzdvaznéjSich komplikaci protinddorové 1é¢by
a nejdulezitéjsi pri¢inou jejiho selhani je schopnost nadorovych
bunék odoldvat ucinktim cytotoxickych latek. Maligni buné¢né
populace mohou byt viiéi chemoterapii rezistentni jiz pfi prvni
1¢¢bE. V tomto piipad€jde o tzv. ptirozenou (primdrni) rezisten-
ci. Ziskand (sekundarni) rezistence vznika az v pribéhu cytosta-
tické 1é¢by, kdy se ptivodné citlivé buriky stdvaji rezistentnimi
aucinnost cytostatické 1é¢by se snizuje. Pti ztraté citlivosti k uréi-
tému cytostatiku mtize vSak byt zachovana citlivost k jinym 1é¢i-
vim. Pokud pfi ztraté citlivosti k jednomu piipravku vznika sou-
Casné rezistence na jiné, vétSinou strukturdlné piibuzné
cytostatikum, hovofime o zkfizené rezistenci. Byly vSak popsany
pfipady zkiiZené rezistence mezi protinddorovymi lé¢ivy liSicimi
se jak strukturné, tak mechanismem tuc¢inku. Takové pfipady rezi-
stence pak nazyvame mnohocetnd 1ékova rezistence (multidrug
resistance, MDR). M D R vysvétluje piipady necitlivosti nékterych
nadort k alternativnim lé¢ebnym rezimum, obsahujicich nové dru-
hy cytostatik, nepouzitych v ptivodni 1é¢bé.
Mechanismy, kterymi vznika rezistence nadorovych bunék
na protinddorovou 1é¢bu, jsou komplexnéjsi povahy. Vznik rezi-
stence je nejCastéji vazan na
1. zmény farmakokinetiky: sniZend resorpce cytostatika, urychleni
biotransformace, rychlejsi inaktivace nebo urychlené vylucovani.

2. zmény cytokinetiky: nartstani nadoru je doprovazeno piecho-
dem vétsi ¢asti nddorovych bunék do klidového stavu G,
v némz je citlivost k chemoterapii omezena. Rovnéz s ptiby-
vajici nddorovou masou vznikaji spontdnni mutace bunék - zvy-
Suje se heterogenita bunétné populace, kterd zakldda vznik klo-
nu s odlisnou citlivosti k 16¢bé. Lécba tak nici jen citlivou frakci
bunék a dochdzi k selekci a ndslednému pomnoZzeni rezistent-
ni populace.
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3. strukturdlni a funkéni zmény buitiky: jde o vibec nejéastéjsi
zplsob vzniku rezistence zahrnujici snizenou/zvy$enou expre-
si ¢i aktivitu enzymi, poruseni intracelularni distribuce cyto-
statika (napi vazbou na lyzozom), ovlivnéni transportu cyto-
statika bunéénou membranou, zvySenou intenzitu oprav DNA.

I1. Typicka a atypicka mnohocetna 1ékova rezistence (MDR)
Mnohodetn4 lékové rezistence byla poprvé popsdna v roce 1970
na plicni bunééné linii izolované z ¢inského kiecka a na bunécéné
linii mysi leukémie P388. Autofi zde pozorovali zkiiZenou rezi-
stenci aktinomycin D rezistentnich bunék s vinblastinem a dau-
nomycinem. Dalsi pracovni skupiny prokdzaly, Ze tato zkiizend
rezistence se vztahuje i na vinca alkaloidy, antracykliny, etopo-
zid("*) a dokonce i na mitomycin C“**’, tedy pomérné hydrofob-
ni 1é¢iva s mirné zdsaditym charakterem.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze M D R je vyraznou komplikaci pro-
tinddorové 1é¢by, probiha na tomto poli v poslednich dvou dese-
tiletich intenzivni vyzkum. Byly popsany mechanismy s jejichz
pomoci je nddorova buiika schopna tspésné odolavat chemotera-
pii, identifikovana cytostatika po jejichZ podani se miize vyvinout
M DR a cytostatika, kterd nejen ze nevyvoldvaji M DR, ale jsou
ucinnd i u nddorovych bunék s M D R fenotypem (Tab. 1).
Mnohocetna 1ékova rezistence se tak rozdélila do dvou skupin.
koproteinem, ktery je produktem mdrl genu. Tento P-glyko-
protein (Pgp) je AT P dependentni membranovd pumpa expor-
tujici toxické latky z buiilky a zptsobujici tak sniZenou
intraceluldrni akumulaci 1é¢iva. Z terapeutického hlediska je
dilezitou vlastnosti typické M D R mozZnost jejiho obejiti pomo-
ci chemosenzitort - 1at,k obnovujicich vnimavost M D R bunék
k protinadorové 1égbeg (7->>*+ G181 79 vEechny jme-
nujme alespoil verapamil, cyklosporin A ajeho neimunosupre-
sivni a méné toxicky derivat PSC-833. Piehled chemosenzito-
rd uvadi Tab.2.

V soucasnosti v§ak bylo popsano, Ze M D R modulédtory kromé pfi-
mé vazby na Pgp, maji spolecny i zdsah do metabolismu lipidd -
v M D R rezistentnich burikich blokuji konverzi ceramidii na gly-
kosylceramidy. Glykosylceramidy jsou prekurzory pro syntézu
glykosfingolipidii a podili se i na regulaci buné¢né proliferace.
Naopak ceramidy mohou aktivovat transkripéni faktory - nukle-
arni faktor kB (NF-kB) a AP-1. Maji tedy kli¢ovou tlohu v sig-
nalizaci apoptézy. Na zékladé¢ téchto pozorovani autofi konstatu-
ji, Ze zvySena schopnost nékterych nadorovych bunék konvergovat
toxické ceramidy na netoxické glykosylceramidy a nasledna pii-



Tab. 1: Vyskyt mnohocetné Iékové rezistence u nékterych cytostatik

MDR casta MDR vzacna
Aktinomycin D bleomycin
doxorubicin cisplatina
daunorubicin cyklofosfamid
vepesid cytosin arabinosid
mitoxantron 5-fluorouracil
taxol ifosfamid
vinkristin metotrexat
topotekan

Tab. 2: Latky obnovujici in vitro vnimavost M DR nadorovych bungk na
cytostatika

Imunosupresivni latky

Cyklosporin A (0,8-2 mM)
11-Methyl-leucine-cyclosporine (1pM)
SDZPSC833(0,1uM)

SDZ 280-446 (0,1 uM)

Blokatory kalciového kanalu
Verapamil (6-10 uM)
Nifedipin (35 pM)
Nikardapin (3-10uM)
Niguldipin (10 uM)

Bepridil (4 uM) FKS506 (3 uM)
PAK-200 (5 uM) Rapamycin (3 pM)

Antagonists kalmodulinu (CaM) Antibiotika
Trifluoperazin (3-5uM) Cefoperazon(1000uM)
Prochlorperazin (4 uM) Ceftriaxon(1000uM)
Fluphenazin (3uM) Erythromycin (650 uM)
rrans-Flupenthixol (3-5 uM) Tetracyklin (4000 uM)

Riizné hydrofobni

a kationické slouceniny
Dipyridamol (5-10 pmM)
BIBW22(1pM)

Steroidy a hormonalni antagonisté Quanidin (10 mM)
Progesteron 2 uM) Chloroquin 10-50 uM)
Tamoxifen (3-10 pM) Terfenadin (3-6 uM)
Toremifen(5-10puM) Reserpin (5 M)
Megestrol acetat (5 pM) Yohimbin (5 uM)
Amiodaron (5 pM)
SolutolHS14(4-14pM)

Pozn.: Koncentrace uvedené v zavorkach obnovuji vnimavost in vitro

Necytotoxické antracykliny

a vinca alkaloidy
Vindolin (20-50 mM)

’y

tomnost zvySeného mnozstvi §lykosylceramidﬁ v buiice jsou roz-
hodujicimi ¢initeli MDR(*>' ™.

Jako atypicka M DR (at-MDR) jsou souhrnné oznacovany vSech-
ny mechanismy mnohocetné 1ékové rezistence na kterych se neti-
Castni Pgp. Atypickd M D R muiZe byt zplisobena zménou subce-
lularni distribuce 1é¢iva, poskozenim cilové struktury léCiva,
rozdilnou kapacitou D N A opravnych procesii ¢i zménami deto-
xifika¢nich metabolickych drah butiky. Od typické se odliSuje pie-
dev§im tim, Ze nezahrnuje rezistenci na vinca alkaloidy. Z klinic-
kého hlediska nebyly k obejiti at-M DR nalezeny zadné spolehlivé
preparaty. Atypickd M D R je asociovdna zejména s nasledujicimi
proteiny: multidrug resistance associated protein (MR P), lung resi-
stance related protein (LRP) asp izoformou enzymu glutathion-
S-transferazy (GST-p).

111. Zmény u M D R bunék

Zmény, které pozorujeme u M D R bunék 1ze rozd¢lit do 3 hlav-

nich skupin:

. fyziologické zmény M D R bunék ovlivitujici strukturu plazma-
tické membrany, cytoplazmatické pH, ve zvySené mife probi-
hd intraceluldrni transport a exocyt6za pfes plazmatickou mem-
branu; rovnéz je pozorovdna zvySenda vakuolizace bunék
a zmény struktury i funkce lyzozomu
2. zmény v expresi a aktivité nékterych bunéénych proteint
3. snizena schopnost M D R bunék akumulovat cytotoxicka 1é¢iva.

VétSina cytotoxickych 1é¢iv jsou slabé zasady jejichZ pH se pohy-

buje v rozmezi 7,4 - 8,2(*"". V neutrdlnim prostiedi jsou

tyto latky hydrofobni, snadno prostupuji plazmatickou membra-
nou. Dojde-li intraceluldrné k okyseleni 1éCiva, stane se pro n¢j
cytoplazmatickd membrana nepropustnd. Po prostupu bunécnou
membranou se cytotoxickd latka kumuluje primarné v kyselych

bunécnych organelach, napt. Golgiho aparat, lyzozomy (11.4.182)

Mechanismus, ktery zptisobi zvySeny zachyt sloucenin v pfislus-

nych organeldch vyusti ve snizenijejich koncentrace v cytoplaz-

—_

mé i vjadfe a tim umozni preziti buriky. Zmény bunééného pH
ovlivflgjl’ miru jak intraceluldrniho transportu, tak vlastni exocy-
tozy("”” Relativni pomér mezi neutrdlni a okyselenou formou
1é¢ivaje tedy uren koncentraci protond. Bylo prokazano, ze pH
v nddorovych butikdch je vyrazné kyselejsi (pohybuje se v roz-
mezi 5,8-6,4) v porovnani s nenadorovymi butikami'”’-"**). Rov-
néz bylo pozorovano, ze M D R buiiky maji zésaditéjéipH oproti
nidorovym burikdim vnimavym na cytotoxické latky”". Navic,
u senzitivnich bunék byl pozorovan posun jejich intracelularniho
pH do zdsadité oblasti poté, co byly transfekovany P-glykoprotei-
nem('""). Tento posun byl sém o sobé (bez pfitomnosti kterého-
koliv z proteinti asociovanych s M D R ) dostacujici ke snizené aku-
mulace i 1é¢iva v bufice pozorované pti MDR('*" U latek
okyselujicich cytoz[glazmu (napf. amilorid) byla popséna schop-
nost zvratit MDR (7).

Fyziologickymi zménami M D R bunék v§ak nebylo mozno spo-
lehlivé objasnit vSechny pfipady M D R a vyzkum se zaméfil na
analyzu proteinti bunék s M D R fenotypem. Bylo posino nékolik
proteint, lokalizovanych af uz ptimo v buné¢nych membrdnach,
cytoplazmé ¢i v jadru butiky, jejichZz nadmérnd exprese je asoci-
ovana s MDR. Prvnim objevenym, nejzndméjsim a dnes zfejmé
klinicky nejvyznamnéjsim je P-glykoprotein (Pgp, P170). Poz-
déji byly na modelech rezistentnich bunéénych linii selektova-
nych na rezistenci vi¢i riznym cytostatikiim identifikovany i dal-
§i proteiny, jejichZ exprese ¢i aktivita je proti vnimavym buiikdm
zménéna. Mezi tyto proteiny patii napt. multidrug resistance pro-
tein (MRP), lung resistance protein (LR P), p izoenzym glutathi-
on-S-transferdzy (GST-m), thymidylat syntetdza, alkyltransferd-
za (DNA reparacni enzym), metalothionein, jaderny enzym
topoizomeréza 11 (Topo I1)(™” a dal3i.

V posledni dobé se mnozi udaje, Ze kromé uvedenych mechanis-
mu se na vzniku nadorové rezistence podili také skupina gend/pro-
teinti kontrolujicich bunéény cyklus, D N A reparaci a apoptozu.
Nejzndméjs$im z nich je protein p53. Tento onkosupresorje tran-
skripénim faktorem jehoZz exprese je aktivovidna poskozenim
DNA. Aktivace p53 kaskady vede nasledné k transkripci p53
dependentnich genti napi: p21"*"", bax, GADD45. Je obecnd
znamou skute¢nosti, Ze mutace v genu pS53 zhorSuji prognézu
nemocného, zvysuji jeho rezistenci k chemoterapii a radia¢nimu
zateni. Predpoklada se, Ze v takto mutovanych burikdch vystave-
nych genotoxickym vliviim nedochdzi k expresi pro-apoptotic-
kého genu bax a soucasn¢ buriky ztrdceji kontrolu nad G1/S pfe-
chodem bunééného cyklu v disledku nizké exprese proteinu
p2 1Y (%) RovnéZ bylo zjisténo, Ze bunéné linie s homo-
zygotni deleci proteinu p21"*" jsou hypersenzitivni k chemote-
rapeutikim in vitro”"”  Z téchto literdrnich udajt vyplyvé, Ze pt¥i-
nejmensim dva Proteiny ze skupiny reguldtorti bunééného cyklu,
tj. p53 ap21"*"', jsou pfimo asociovany se vznikem nédorové
rezistence. Doposud vSak existuje malo informaci o vzdjemném
propojeni téchto dvou proteinti i o zptisobu, kterym se podileji na
vzniku MDR.

X1 ous

V dalsi Casti této prace se budeme vénovat pouze ¢tyfem nejdi-
lezitéjSim proteintim, jejichz nadmérnd exprese je asociovana
sM D Rakterésejevizklinického hlediskajako vyznamné - Pgp,
MRP, LRPaGST-7L

IV. Rodina ABC-transportnich proteinii

Toxické slouceniny jsou soucdsti zivotniho prostiedi organismii.
Z evolu¢niho hlediska bylo dilezité aby si organismy vyvinuly
strategie umoznujici pieziti v takovychto podminkach. Soucasti
téchto mechanismi jsou proteiny plazmatické membrany umoz-
fujici transport toxint z buiiky. Tyto membranové transportni pro-
teiny nachazime na vSech trovnich organismti od bakterii po ¢lo-
véka('™) a obecnd se podili na transportu $irokého spektra latek
(iontd, aminokyselin, cukrli, peptidd a proteinti) pies bunéénou
membranu. Mezi takové transportni proteiny se Sirokou substra-
tovou specifitou a obsahujici ATP-vazebnou kazetu patii tzv.
ABC-transportni proteiny (z angl. ATP-binding cassette). AB C -
transportni proteiny tvoii superrodinu, kterd v souc¢asné dobé zahr-
nuje pies 50 bilkovin vykazujicich rozsahlou sekven¢ni homolo-
gii funkénich domén. Jejich dalsim spole¢nym znakem je
vyuzivani energie fosfitovych vazeb k exportu toxickych latek
z butiky("”. Z hlediska seskupeni aminokyselinovych zbytkil
v ATP-vazebné kazeté, topologie proteini a substritové specifi-
city se nadrodina ABC-transportnich proteint déli do dvou pod-
skupin: Pgp podskupina a M R P podskupina.
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Bilkoviny patfici do Pgp podskupiny maji klicovou tlohu v rezi-
stenci mikroorganismi na neutralné ¢i pozitivné nabité amfifilni
slouCeniny. Nachdzime je v lidskych patogenech napf. Plasmo-
dium falciparum (pfMDRI gen jehoz mutace odpovidd za rezi-
stenci vi¢i antimalarické 16cb€), Entamoeba histolytica (enhPgp),
Leishmania donovani (IdMDR)f Saccharomyces cerevisiae (STE6
exportujici sexualnf feromon)'"”. Pgp podskupina ABC-tran-
sportnich proteinti byla dale identifikovana u bakterii, napi. Strep-
tomyces (DrrAB), Lactococcus lactis (LmrA), Escherichia coli
(a-hemolysin transportni protein HlyB) (***); u hmyzu - Dro-
sophila melanogaster (mdr49, mdr65, mdr50) ("**; u vysgich rost-
lin - Arabidopsis thaliana (atpgpl, ktery byl nalezen ve vSech
zkoumanych Catech rostliny véetné listli, korenti, kvétnich pupe-
ni a kvétu)“”; u nizich Zivodichii - Caenorhabditis elegans
(Celpgp). Z lidskych genti/proteint sem kromé Pgp‘*" patti i gen
pro cystickou fibrozu - CFT R (cystic fibrosis transmembrane con-
ductor regulator)"*”. RovngZ transportni proteiny TAP1 a TAP2
asociované se zpracovanim antigenti molekulami hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu 1. t¥idy ajeho prezentacijsou soucasti
Pgp podskupiny nadrodiny A B C transportnich proteina"*”.

Bilkoviny M R P podskupiny umoziuji mikroorganismtim expor-
tovat riizné organické anionty, napf. derivéty karboxyfluorescei-
nu, bis(glutathion) kadmium a jiné glutathion-S konjugaty. K nej-
1épe charakterizovanym proteiniim z této skupiny patii Ycf 1 (yeast
cadmium factor) a Yorl protein v S. cerevisiae, ce MRP1 (Cae-
norhabditis elegans), BCECF (L. lactis)"”” a lidsky MRP(**.

V posledni dobé k nim piibyly i Multispecific Organic Anion Tran-
sporter (MOAT), Epithelial Basolateral Conductance Regulator
(EBCR) - pravdépodobné jde o krali¢i ortolog proteinu MOAT,
sulphonylurea receptor (SUR protein) korg%ujici prichodnost K+
iontového kanélu a uvoliiovani inzulinu(*™).

Kvasinkovy STE6 a savéi Pgp vykazuji 57% homologii v uspo-
fadani aminokyselin, rovnéz maji podobnou sekundarni struktu-
ru a membranovou topologii"'” Tato strukturdlni podobnost mezi
riznymi typy ABC-transportnich proteini miZe vyustit v podob-
nost funkéni. Bylo zjisténo, ze mysi Pgp homolog mdr3 ¢i plas-
modidlni pfMDR mize zastoupit funkci STE6 v kvasinkdch
s mutantnim a tudiz nefunkénim proteinem"*”. Funkéni substi-
tuce ABC-transportnich proteinti neni vdzana pouze na eukaryo-
tické transportni proteiny. Bylo prokdzéano, Ze bakteridlni LmrA
je schopny funkéné zcela zastoupit lidsky Pgp v lidské linii plic-
nich fibroblastd. Navic byl LmrA lokalizovdn do plazmatické
membréany stejné jako Pgp('"”. Na zékladé této pozoruhodné
funkéni shody rznych typti ABC-pfenasecti byla vyslovena
domnénka o velmi podobném mechanismu pisobeni téchto pro-
teinll v prokaryotickych i eukaryotickych burnkach.

Bylo vysloveno nékolik hypotéz o mechanismech, kterymi pro-
bihd transport toxickych latek pies ABC-transportni proteiny sna-
Zici se vysvétlit jejich Sirokou substratovou specifitu. Prvni z nich
je tzv. hypotéza konven¢niho transportu (conventional transport
hypothesis)”. Transport substritu z cytoplazmy buiiky probihd
pies vodni porus s velice pfizplisobivym vazebnym mistem pro
substrat. Druhd hypotéza je oznacovana jako ,,model hydrofob-
niho vakuového &istite,, (vacuum cleaner hypothesis)"*”. Podle
ni maji ABC-pienasece schopnost rozeznat lipofilni slou¢eniny
diky jejich interkalaci do lipidové dvojvrsty plazmatické mem-
brany. Z ni jsou nasledné transponovany mimo buiiku aniz dosah-
nou cytoplazmy. Ttet{ model, tzv. ,flippase hypothesis, (")
pfedpoklada transport toxickych sloucenin z vnitini strany lipi-
dové dvojvrsty plazmatické membrany na vnéjsi (Obr.1). Detail-
n&ji byl studovén bakteridlni ABC-ptenaseé LmrAaLmrP"". Ve
studii bylo pouzito amfifilni membranové proby TMA-DPH (1-
(4-(trimetylamino)fenyl)-6-fenylhexa-1,3,5-trien) a ze zpiisobu
jejiho prostupu membranou byl ucinén zavér, Ze oba sledované
ABC-ptenasece vyluCuji T M A - D P H prébu z vnitini strany lipi-
dové dvojvrstvy. Toto pozorovani tedy podpofilo vyse uvedeny
model hydrofobniho vakuového ¢istice.

V. P-glykoprotein (Pgp)
V roce 1976 demonstrovala Torontskd skupina™’ Ze zkiizena
rezistence je zpisobena snizenou akumulaci 1é¢iva v buiice.
Nésledné bylo pozorovano, Ze tentojev koreluje s vyskytem gly-
koproteinu plazmatické membrdany nazvaného P-glykoprotein,
kde P oznauje zvyienou permeability™, nebof jeho pivodné
ptedpokladanou funkci byla regulace propustnosti buné¢né mem-
brany. Molekulovd hmotnost P-glykoproteinu je 170 kDa. Zvy-

(85)
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Sena exprese P-glykoproteinu byla u nékterych M D R linii v sou-
ladu s amplifikaci genu mdrl kédujiciho Pgp'"*”.

Molekulu Pgp tvoii 1280 aminokyselin®”. Strukturné je Pgp mul-
tifunkéni polypeptid sloZeny ze dvou homolognich polovin z nichz
kazda ma A B C doménu i membranovou doménu. Obé poloviny
jsou oddéleny vysoce nabitym ,,spojovatem,, - oblasti, kterd je na
nékolika mistech fosforylovana protein kindzou C in vitro i in
vivo"”. Viechny transmembranové domény Pgp molekuly vytva-
i obrovsky vodni porus majici v priméru 5 nm. Je tedy ziejmé,
Ze ob& homologni poloviny molekuly musi spolupracovat, aby
vytvofily jednu funkéni transportni bilkovinu (Obr.2, Obr.3). ABC
domény jsou lokalizovany do cytoplazmy burtiky, tedy na vnitini
strané membrany a navzdjem vykazuji 30-40% aminokyselino-
vou homologii. Zhruba stejnd homologie je nachdzena i v ABC
doménach dalSich pfenaSeci patiicich do nadrodiny A B C tran-
sportnich proteind. Studie s fotoaktivnim analogem AT P proka-
zaly, ze P-glykoprotein vaze AT P na maly trypticky fragmen své
AT P vazebné domény'”’". Mutace indukované v tomto umisténi
mély za nasledek ztratu funkce P-glykoproteinu. Rovnéz delece
provedené na C- ¢i N-konci molekuly Pgp mély za nésledek ztra-
tu jeho transportni funkce. Obé koncové oblasti maji tedy kli¢o-
vy vyznam pro spravnou funkci molekuly””. Membranova domé-
na se skldda ze 6 transmembranovych segmentl (a-helixi). Ty
formuji vazebnd mista pro transponovany substrdt a alosterické
regulatory. Nicméné neni jesté ptesné znamo, které aminokyseli-
nové zbytky se pfimo podili na interakci se substratem. Fosfory-
lovany ,,spojova¢,, nenf pottebny pro vlastni aktivni transport(%),
spiSe upravuje schopnost Pgp regulovat heterologni iontové kana-
Molekula P-glykoproteinu je v rimci posttransla¢nich uprav gly-
kosylovéana a fosforylovana. Jediné glykosylaéni misto je lokali-
zovano extraceluldrné na N-poloviné Pgp molekuly (Obr.3)"".

V zévislosti na glykosylaci miize molekulovd hmotnost Pgp koli-
sat v rozmezi 135-180 kDa'*” Neprobéhnuti glykosylace viak
nemd zadny efekt na miru 1ékové rezistence bunéénych linii"'" .
Kromé glykosylace je Pgp v plazmatické membrané rovnéz fos-
forylovan a defosforylovan a to na nékolika mistech véetné Ser
a Thr zbytkd“". Narozdil od glykosylace viak fosforylace modu-
luje aktivitu Pgp a tedy i miru 1ékové rezistence. Bylo demon-
strovano“”, e chemosenzitizani latky zvy$uji miru fosforylace
Pgp u M D R bunék. Na fosforylaci P-glykoproteinu se podili pro-
tein kindza C a cAM P - dependentni protein kindza A‘''* ™"’
Defosforylace probih4 za ptispéni Ser/Thr fosfatdz PPI a 2A'*°\
Horio et al(”) studovali rychlost transportu pfes plazmatickou
membranu. U dobfe propustné membrany byla maximalni rych-
lost transportu 5 pmol pfenasené latky na 1mg véhy vSech mem-
branovych proteinti za 10 minut. Autofi vyhodnotili podil Pg(P
v celkovém zastoupen{ viech membrénovych proteint jako 1 %~
coz by znamenalo, Ze molekula Pgp transponuje jednu molekulu
substratu za 1,9 hodiny. M D R buiiky kultivované s 6mM kon-
centraci kolchicinu (koncentrace jen o malo vyssi, nez jaké se pou-
ziva v l1é¢ebnych protokolech) vsak vykazovaly podstatné nizsi
rychlost transportu - molekula Pgp pienesla molekulu substratu
za 10 hodin. Tato rychlost je 0 mnoho fadti pomalejsi v porovna-
ni s dal$imi transportnimi proteiny a rovnéZ neodpovida relativ-
né rychlému hromadéni 1éCiva v bunice.

Dle struktury P-glykoproteinu a rovnéz s ptihlédnutim k faktu, ze
do skupiny Pgp homolognich proteinti patii C F T R protein, jehoz
nadmérnd exprese koreluje se zvySenym poctem iontovych kand-
1a('™), 1ze usuzovat, ze Pgp mé v buiice dvoji funkci. Jednak coby
ATP-dependentni membrdnovd pumpa odstrariuje toxické latky
z buriky a rovnéz se podili na regulaci iontovych kanald. V epite-
lu tenkého stfeva byla pozorovana zdména exprese CFTR za Pgp
jak buiiky migrovaly pfes hranici krypty-klky(""”. TentyZ jev byl
pozorovan i v epitelu délohy na pocatku téhotenstvi. Zjisténi, ze
nadmérna exprese Pgp je privodnim jevem zvySené aktivity chlo-
ridového kandlu'" nebylo piekvapujici. Ob& funkce P-glykopro-
teinu v bunice vSak prObl’ha_Ll’ nezavisle na sob¢, jak bylo prokadza-
no v mutagennich studiich(’). Na bunééné linii P388 bylo zjisténo,
ze Pgp exprese rovnéz koreluje se zvySenou mirou exocytozy lyzo-
zomalnich enzymd'(').

V ramci evolu¢nich studii byla identifikovdna fada izoforem Pgp,
které jsou kodovany rodinou piibuznych genl. Tyto genové rodi-
ny se oznacuji jako pgp geny u kfecki a krys, mdr geny u lidi
amysi'”". U ¢lovéka byly identifikovany 2 izoformy Pgp (mdrl
a mdr3), které vykazuji 80% homologii na trovni aminokyse-
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1in4265), Oba lidské mdr1 a mdr3 byly lokalizovany na dlouhém
ramsnku T, chromezdmu (ablast a3t adsiichazdiempivagis
navozeni kompletniho MDR fenotypu po transfekci bunééné Linie
expresnim vektorem se zaklonoyanou mdr! cDNA®S), Nicméng
kézaly ugast tohoto genu v navozeni 1ékové rezistence(149), Rov-
néZ my3{ gen mdr2 neni schopen navodit lékovou rezistenci, Lid-
jeden z nich neni nadmémé exprimovan v nepfitomnosti
mdrl/mdrla, mdr1b geni’), mezi obéma geny existuje 95%
podobné, 7 oba geny budou mit ve svych matefskych organis-
mech podobnou funkei. My3i mdr2 proteiny se pfvi‘rozené vysky-
{ispésné provedené nulové mutaci mdr? lokusn™ byly na
mutantnich mySich pozorovény patologické zmeny jater zapfici-
ali; 7 SIedovany proterit s¢ mbize podile hia transporty fostoli-
pidd. Pozorovéni bylo podpofeno zji§t_énim,7ie lidsky mdr3 protein
i a6 vttt epréud e g8ni Y Hoskyen wantcn byto
pouito mdr] cDNA prob nebo Pgp specifickych protilitek. Nej-
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Obr.4 - Schema rozmistén lidskych a my3ich gent pro P-glykoprotein na chromozomech.

vy$3i hladina exprese mdrl P-glykoproteinu byla pozorovéna
v nadledvinkdch, v lumen ledvin, jater a stfeva®”). V mensi mife

1at®®, v placentamich trofoblastech®6 a rovné¥ na nékterych
CD34+ hemopoetickych kmenovych buitkdch. Nejvy$i hladina

rech(76), PCR analyza viak odhalila nizkou expresi mdr3 pro-
duktu rovné% v ledvinéch, slezing, kostni dfeni anadledvinkéch®®Y),

VL Vyskyt MDR asociovanych protein v lidskych nadorech
Jeden z prvnich ditkazi klinické MDR demonstrovany na pri-
cim nadorem prsu & ovaria poskyt opét Ling, ktery pozoroval
sniZenou schopnost téchto bunék akumulovat cytot0x1cka 16¢i-

ffch nadorovyeh buiikach odebrat (Ych od pacmntu (. ket Kificky
projevovali viechny zna.ky MDR2), Od té doby za%al varistat

(.[\ 631).%1 Vinh nAddarh 1 Ltaminh herla aral-dndnn avneacs Doan

140, 37 LIUSKE I4UOTY €XPIUNUJICI E-gLyKUprowin

Nédor Pfidia-| Pashgmo-| Mstoda Létba
Ovarialni + WB MLP, CYC, DOX,
Prani + | ND |[WB |-
Thustého stieva + + NB SFU, MMC
{kﬁf'ﬂ“u U3 I VIR N . . WM AT ‘ACY-D:THIL,
CYC
By, . + |k DNR. VP-16
Sekundérn akutni nelym- | + ND | L DOX, VCR,BUS
foblastické leukémie I
CML - blasticka krize . + If, NB | BUS, VCR,DOX
NHL - + Ic Dox, VCR
Neuroblastom - + NB VCR DOX
Nadledvin + ND |NB 7
MTX, ARA-C
Ledvin + ND |NB -
Legenoa, — T T

+ pozitivni, - negativni, ND nedetekovano, WB western blot, NB nothern
blot, Ic imunocytochermie, If imunofluorescence, ACT-D aktinomycin D,
platina, DNR daunorubicin, DOX adnamycm DTIC dakarbazin, SFU
S-fluorouracil, MLP melfalan, MMC mitomycin C
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Problémem nekterych solidnich nédord je jejich neodpovidavost
na protinddorovou chemoterapii v dusledku primérni 61 ziskané

ba vystfidana progres{ onemocnéni. Pfitom] ]e jak pfi pnmann tak
ziskané rezistenci mnohem castéjl klinicky pozorovina MDR

nikoliv pouze na jednu litku & tfidu litek(102),

Z divodu stanoveni potencidlni dlohy mdrl v predikci odpovédi
nacytostatickou 1é¢bu byla podrobné studovéna jeho exprese v kli-
nické Iékové rezistence vidi cytotoxickym létkam, transportova-
nym Pgp, a zvylenou expresi mdrl mRNA nebo ptimo
bubgpiatisporovatymi elivy & pio pozit chétioséito-
. K detekc1 se pOLlZlVﬂjl mdrl cDNA préby nebo ant1-ng pro-

11441~

pochau SoGoiiRel s spolupracovmkufw) 'NadmiRia exprete
Pgp je astéji nalézéna v jiZ 1é¢enych nddorech. Vyjimkou z toho-

sRRyeR TSR0 Rtrrzsasu i prasaro jsba Mpr ko rter-
tlni karcinom, nidory ledvin, pankreatu, hepatomy ¢i tumory

2l alecede Raddeeh peniipegphatent anghizait
fitelnou hladinu mdr]l mRNA (karcinomy prsu, nemalobuné¢né
nédorvolic. karcinpm, 7a)udku karcinom nrostatv. chronickd mve-

Studie na modelu détskych nadorovych nemoci prokézala silnou
vazby mezi expresi Rep, neonoyidayost] na shemateranii, kratsj

VIRV U VUBVUL UV IVAUVLIVILT (MdVaov 18

2 krat§i délkou dlouhodobého prezivéni (long term surv1va1)(6)
Chana spolupracovnici retrospektivné analyzovali bioptické vzor-

nnunohlstochemlcky a prokézali vysoce vyznamny rozdil v riiz-
nych parametrech pfezivani po 16Cb¢ protokoly, které obsahova-
komem nebo's nedlferencovanym sarkomem tiZ autofi zpsnh Ie
pfitomnost nebo nepfitomnost Pgp nemeéla prediktivni hodnotu
respondefi¢ (26), Prediktivni hodnota exprese ng se viak vyrazné
zvyiila ve vztahuk parametriim dlouhodobého preZiti nebo v ped-
prakticky potvrzup zndmou skutegnost, % Klinicka remise v pod-
staté znamend nasi neschopnost prokézat onemocnéni v ‘Pﬁpadé
Zatimco chemoteraple u ng pozmvmch paaentu pouze reduku-
je nddorovou masu, u ng negativnich nemocnych muZe vést ke
Cenych détskych malignif prognosticky vysoce vyznamna. “Takfo
provedené studie viak nezodpovédély otdzku, zda zhorSend odpo-



vidavost na 1é¢bu u Pgp pozitivnich pacientl je pozorovdna
v disledku specifického uplatnéni Pgp v navozeni klinické rezi-
stence a naslednym Ié¢ebnym selhdnim, nebo zda je Pgp pouze
indikdtor yice maligniho fenotypu a tedy $patnym prognostickym
znakem. Rada studii zahdjend na zacatku 90. let se snazi pro-
zkoumat vyznam Pgp v mnohoCetné 1ékové rezistenci méfenim
jeho mnozstvi pii diagnéze a v relapsu po 16¢bé cytostatiky, kte-
ré se uplatnuji v mechanismech M D R. Studie se provadély na
mnohocetném myelomu(*'*) &i na ovaridlnich a malobunéénych
plicnich karcinomech””. Ve studii na ovaridlnich a malobunéé-
nych plicnich karcinomech byla nalezena vysoce signifikantni
korelace mezi neptitomnosti Pgp m RN A a odpovidavosti nemoc-
ného na chemoterapii. Na druhé stran€ byla pozorovana klinicka
rezistence vici latkam, které nejsou transponovany Pgp, coz svéd-
¢i pro koexistenci nékolika riznych mechanismi odpovidajicich
za lékovou rezistenci v rimci heterogenni nadorové populace.

Nejlepsim modelem pro studium klinického vyznamu Pgp, zejmé-
na jeho vyznamu v navozeni M D R jsou hematologické maligni-
ty a to vzhledem k moznosti snadnych a opakovanych odbéri.
Zvy$ena exprese mdrl byla prokdzana u 19% nemocnych trpicich
ALL,AML("*", neboCM Lyvblastické krizi v inicidlni fizi nemo-
ci au 50% nemocnych v relapsu. Pfitomnost Pgp byla prokaza-
telné Spatnym prognostickym faktorem. Rovnéz byla zjisténa sta-
tisticky vyznamné nizs$i pravdépodobnost dosazeni kompletni
remise v ptitomnosti zvy§ené exprese mdrl‘''>. Za zminku stojf
také studie provedend na leukemickych klonech izolovanych od
22 pacienti s AM L, ve které byla analyzovana chemosenzitivita
nadorovych bunék in vitro testem a soucasné exprese mdrl. Byla
pozorovana asociace mezi rezistenci na daunorubicin a pozitivi-
tou bunék na mdrl, ackoliv 40% vzorkt exprimujicich mdrl bylo
in vitro senzitivnich na daunorubicin. Pirkeret al("’') vySetfova-
li ptitomnost mdrl m RN A s pouzitim slot blot hybridizace u 63
pacientl s Cerstvé diagnostikovanou A M L. Zjistili, Ze kompletni
remise s pouzitim antracyklin obsahujicich 1é¢ebnych protokoli
bylo dosazeno u 53% pacientti pozitivnich na mdrl au 89% paci-
entd, jejichZ myeloblasty byly negativni (P<0,008). Bezptizna-
kové obdobi a délka celkového pfeziti byly rovnéz signifikantné
del$i u mdrl negativni skupiny. Opakované byly pozorovény sig-
nifikantni rozdily v procentech dosazenych kompletnich remisi
mezi skupinami nemocnych s nebo bez zvySené exprese Pgp.

S ponékud mensim zdjmem byla studovdna pfitomnost mdrl

mRNA vlymfoblastechu AL L. V nékolika studiich se popisuje
nizsi prevalence Pgp pozitivnich lymfoblastt. Studie zahrnujici
59 pacientti s de novo ALL (36 déti a 23 dospélych) potvrdila
expresi Pgp jako negativni prognosticky faktor RovnéZ byly
nalezeny signifikantni rozdily mezi skupinou Pgp pozitivnich
a Pgp negativnich dospélych pacientii v navozeni remise (56%
proti 93%), v trvani bezpfiznakového obdobi a v tendenci k navo-
zeni druhé kompletni remise (15% proti 38%) u nemocnych expri-
mujicich Pgp ve vice nez 1% leukemickych bun¢k (38%).

Vyse uvedené studie potvrdily prognosticky vyznam Pgp expre-
se u nemocnych s leukémii avsak neposkytly dikaz o funkénim
vyznamu Pgp v primarni nebo navozené klinické 1¢kové rezistenci.
Je dilezité si uvédomit, Ze rendlni, adrendlni a kolorektdlni kar-
cinomy jsou klinicky rezistentni také viiéi latkdm, které nejsou
transponovany Pgp (bleomycin, antimetabolity, alkylujici latky).
V téchto ptipadech primdrni rezistence se ziejmé uplatiiuji jiné
mechanismy vedouci k MDR. Na druhé strané, Pgp exprese byva
zvySena také u pacientd se sekundarni (navozenou) M D R a fada
z nich je soucasné rezistentni viici cytostatikiim, kterd nejsou pie-
nasena Pgp.

Lze konstatovat, ze vySe zminéné studie potvrzuji pfitomnost Pgp
jak v normadlnich, tak v nddorové transformovanych lidskych tka-
nich a ukazuji, Ze s pozitim molekuldrné biologickych postupt
miZe byt tato exprese v klinickych vzorcich uspé$né monitoro-
vana. Pii souCasném stavu nasich védomosti o vyznamu Pgp
v M DR lze konstatovat, Ze jeho exprese signalizuje pouhou pii-
tomnost fady mechanismti 1ékové rezistence. K potvrzeni asoci-
ace mezi primarni nebo sekundarni 1ékovou rezistenci a pfitom-
nosti Pgp bude nezbytné provést analyzu vazby mezi mnozstvim
Pgp v nddoru a odpovédi nemocného na specifickd cytostatika
v prospektivni studii s pribéznym stanovovanim kvantity Pgp
ujednotlivych pacientl pied 1é¢bou a po 16¢bé.
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MECHANISMY MNOHOCETNE LEKOVE REZISTENCE A JEJICH VYZNAM
PRO KLINICKOU PRAXI

II. ATYPICKA MDR

MECHANISMS OF MULTIDRUG RESISTANCE AND THEIR CLINICAL IMPLICATIONS

II. ATYPICAL MDR

NOSKOVA V., *HAJDUCH M.', MIHAL V.', CWIERTKA K.’
ILABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UP A FN OLOMOUC
'ONKOLOGICKA KLINIKA LF UP A FN OLOMOUC

Souhrn: Cldnek se podrobné zabyvé tfemi proteiny, které zpisobuji atypickou lékovou rezistenci (atMDR) v nddorovych buiikédch.
Multidrug resistance protein (MRP) je ATP-dependentni membranova pumpa patfici stejné jako P-glykoprotein (Pgp) do rodiny AB C -
transportnich proteint. Lung resistance protein (LRP) je hlavni komponenta ribonukleoproteinovych ¢astic vaults, které jsou schopné
transponovat toxické latky zjadra neoplastickych bunék do lyzozédmu. Zvysend aktivita detoxifika¢niho enzymu glutathion-S-trans-
ferazy (GST-p) a ndsledné zvySend koncentrace redukovaného glutathionu (GSH) chréni butiku pfedev§im pted pisobenim volnych
radikdli. Jsou uvedeny zékladni charakteristiky kazdého z vy$e jmenovanych proteini (jejich struktura, funkce, ptirozeny vyskyt v lid-
skych tkdnich) a studie zabyvajici se vyznamnosti exprese kazdého z nich pro klinickou MDR.

Kli¢ova slova: mnohocetnd 1ékovd rezistence, atypickd mnohocetnd lékové rezistence, multidrug resistance protein, MR P, lung
resistance protein, LR P, glutathion-S-transferaza (GST-p), glutathion, GS H, A B C transportni proteiny, chemoterapie

Summary: This paper deals with three proteins known to associate with atypical multidrug resistance (atMDR) of tumor cells.
Multidrug resistance protein (M RP) works as an ATP-dependent membrane ,,pump" and belongs, together with P-glycoprotein (Pgp),
to a superfamily of ABC-transport proteins. Lung resistance protein (LRP) is a major component of organelles called ,,vaults". Vaults
are able to transport toxic agents from the nuclei of neoplastic cells to lysosoms. Additionaly increased activity of glutathion-S-
transferase enzyme (GST-p) followed by increased concentration of reduced form of glutathion (GSH) protects tumor cells from
oxidative damage. Basic characteristics of MRP, LRP and GST-p are given including their structures, functions and expressions in
normal/malignant human tissues. Studies focused on the significance of mentioned proteins for clinical M D R are reported as well.

Keywords: multidrug resistance, atypical multidrug resistance, multidrug resistance protein, lung resistance protein, glutathion-S-

transferase, glutathion, ABC-transport proteins, chemotherapy

Ptedkladana ¢ast pfehledového ¢lanku o mnohocetné 1ékové rezi-
stenci je vénovana atypické M D R, zejména proteinim MRP, LR P
a GST-n Ke kazdému mechanismu je poddn vyklad jeho funkce
a piiklady vyuziti v klinické praxi.

1.1) Multidrugresistance protein (M RP)

Vroce 1992 Coleetal.”” objevili nabun&éné liniilidského malo-
bunééného karcinomu plic H69 rezistentni na adriamycin gen
koédujici dalsi z A B C transportnich bilkovin a pojmenovali ho
M R P (multidrug resistance associated protein). Po detailn&j$im
prozkouméni transfekovanych bunéénych linii bylo zjisténo, ze:
1) snizeni exprese M R Pje doprovdzeno obnovenim chemosensi-
tivity, 2) transfekce bunéénych linii MRP ¢DNA vedouci
k nadmérné expresi M R P prokazatelné zvySuje rezistenci trans-
fektant? vii¢i antracyklinim, vinkristinu a etoposidu®”, 3) MR P
je exprimovan, stejnéjako Pgp, na cytoplazmatické membrané('*’)
a na membrdndch endoplazmatického retikula, 4) v buiice plni
funkci jednosmérné ATP-dependentni membrdanové pumpy pro
glutathion- S -konjugdty"**\

Bylo identifikovdno 6 multidrug resistance proteini (M RP 1-6),
znichZ pouze protein MR P 1 médvyznam pro navozenilékové rezi-
stence(’). M R P protein se sklddd z 1531 aminokyselin ajeho
molekulovd hmotnost je 190 kDa''""’. Hybridizaci in situ bylo
zjisténo, Ze M R P genje lokalizovdn na 16. chromoz6ému v oblas-

Vnéjsi strana
cytoplazmatické
membrany butiky

Vnitini strana
cytoplazmaltcké -
membrény buiiky

Obr. 1 - Schema struktury proteinu MRP.
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ti p13.1°”. V M D R rezistentnich buné&&nych liniich nadmérng
exprimujicich M R P byvé gen rovn&z amplifikovan"*.

Zcela piekvapivé je M R P spise vzdédleny pfibuzny genu mdrl a je
vice podobny CFTR genu. Nejvétsi sekvenéni homologie mezi
M R P a Pgp byla nalezena v oblasti AT P vazebnych domén, kte-
ré jsou také v ramci celé nadrodiny nejvice evolu¢né konzervo-
vany. Avsak tercidrni struktura obou proteint je rozdilnd. Topo-
logicky model M R P zndzoriiuje obr. 1. Na N-konci molekulyje
membranovd doména sloZzend z 5 transmembrdnovych segmenti
(a-helixi), nésleduji 2 homologni ¢4sti kazdd sloZzena z 6 trans-
membranovych segmentd (a-helixti) a AB C domény"’*""*. M4
se za to, ze obé homologni Cdsti proteinu se v pribéhu evoluce
vyvinuly ze spole¢ného genového piedka kédujiciho ABC-trans-
portni proteiny. V piipadé M R P podskupiny zfizoval tento gen
s jinym genem/geny kédujicim jiny membrdnovy protein, ¢imz
se k obéma homolognim polovindm piipojilo 5 transmembrano-
vych domén na N-konci molekuly. N-konec M R P proteinu je
umistén extraceluldrné, coz je velmi atypickd topologie pro nadro-
dinu A B C transportnich proteinii. AvSak soucasna data naznacu-
ji, ze pravé extraceluldrné umistény N-konec muzZe byt charakte-
ristickym znakem M R P podskupiny"”. 3

Obé poloviny molekuly M R P jsou glykosylovdny. Cerstvé nasyn-
tetizovanému 170 k Da velkému M R P polypeptidu trvd zhruba 90
minut nez se glykosyluje na svoji 190 k Da formu. Glykosylovény

ATP-vazebna
doména

ATP-vazebnd
doména



protein ma polocas rozpadu 20 hodin, coZ je pro membranové pro-
teiny typické”. Ma et al.”""” rovnéZ prokazali in vivo fosforyla-
ci M RP nékolika riiznymi kindzami piedevs§im na setinovych zbyt-
cich. Dal$im rozdilem, kterym se M R P 1i8i od Pgp, je velmi nizk4
transportni specifickd pro paklitaxel a kolchicin pfesto, Ze obé zmi-
nénd Protinddorovd 1é¢iva ndlezi mezi nejlepsi ,,substraty” pro
Pgp“® Na druhé strané M R P zpiisobuje rovnéZ snizenou akumu-
laci 16¢iva v butice a jeho zvyseny export mimo buiiku'®.
MR P transportuje Siroké spektrum hydrofobnich, zdporné nabi-
tych substratd, ackoliv jeho afinita k cysteiny 1 leukotrienu (LTC.)
je ze viech zkousenych substratii nejvy$si("™). LT C,je synteti-
zovéan z leukotrienu A, poté, co je leukotrien A, konjugovéin
s GSH. Samotny leukotrien C, se podili na kontrole kontrakce
hladkych svalii a na vaskuldrni permeabilité. Fyziologickd funk-
ce MR P jako pfenasece leukotrienu C, v leukocytech syntetizu-
jicichleukotrieny dava vznik dohadu, Ze inhibitory M R P by moh-
ly hrét tlohu v regulaci zéné&tlivych procesi*”

LTC,jetedy konjugit glutathionu. Bylo prokdzdno, ze M R P mtize
transportovat Siroké spektum latek patticich do skupiny glutathi-
one konjugatli, od samotné oxidované formy glutathionu pies
kyselinu ethakrynovou, zdporné nabité sulfaty, §1ukuronidy
a nékteré Zlutové soli aZ po aktivovany aflatoxin B, Ukazu-
je se, ze spektrum substrati pfendSenych M R P se velmi shoduje
s prenaseCem MOAT (¢i M RP2l) nachazejicim se mimo jiné v tka-
ni intrahepatdlnich zlu¢ovoda'"” a v cytoplazmatické membra-
né zirnych bunék"*”. Predpoklddd se, ze M R P je alespoii &dste-
né zodpovédny za M O A T aktivitu v burikdch mimo intrahepatalni
zluéovody"?.

Dikaz, zda se M R P podili v burice i na regulaci iontovych kand-
14 nebyl jesté podan. Nicméné u H69/ADR bunék exprimujicich
MR P byla pozorovana zvyiena aktivita Cl- a K* kanala“”. Navic,
stejné jako Pgp, obsahuje struktura M R P ,,spojovac”, ktery je fos-
forylovan nékolika Ser/Thr proteinkindzami (napf. proteinkindza
C). Uvedeny fakt rovnéz podporuje domnénku o mozné regulac-
ni roli tohoto proteinu v iontovém transportu""

K inhibici rezistence asociované s M R P bylo pouzito stejnych che-
mosenzitort jako pro Pgp (verapamil, trifluoperazine, PSC 833),
aviak s minimalni efektivitou®. Schopnost bunék exprimujicich
MR P transportovat LT C, vedlo k ndvrhu, Ze slouc¢eniny ovliviiu-
jici mnozstvi redukovaného glutathionu v buiice (GSH) by moh-
ly modulovat M R P asociovanou rezistenci. Skute¢né se ukdzalo,
ze pii fyziologické koncentraci G SH v butice se zvySuje schop-
nost vinca alkaloidi inhibovat transport LT C, do bunék nadmér-
né& exprimujicich MRP''**’. U M DR bunéénych linii nadmérnd
exprimujicich M R P vedlo snizeni G S H ke zvyseni vnimavosti na
nékterd [é¢iva véetnd vinkristinu, VP-16 a doxorubicins"'” But-
hionin sulfoximid (BSO) je irreversibilnim inhibitorem y-gluta-
myl-cystein syntetazy (y-GCS), coZ je limitujici enzym biosynte-
tické drdhy GSH. Nicméné studie zavaa'l’ci se touto
problematikou dosly k rozporuplnym zavéram®*'®. Teprve Kuo
et al.("” objasnili asociaci mezi GSH syntézou a M R P expresi.
Pozoroval totiz soucasné nadmérnou expresi proteindi MR P a y-
GCS ve vybranych vzorcich normdlni tkdné, rezistentnich nddo-
rovych bunék i bunék, které jesté nepfiSly do styku s protinddo-
rovymi 1éCivy. Autofi dokazali, Ze zvySena aktivita enzymu y-GCS
je tedy potiebnd pro syntézu dostatecného mnozstvi GSH, a tedy
pro transport bézici pfes M R P molekulu.

M R P bylo detekovano v tkanich i burikdch pomoci monoklonal-
nich protilatek ac D N A prob. Pfirozeny vyskyt M R P byl pozoro-
van v epitelidlnich butikich bronchti, plic, traviciho traktu, moco-
vého méchyfe, kife nadledvinek, varlat, v tkdni kosterniho
a srde¢niho svalu. Rovnéz makrofagy, stromalni bur“llgy rtznych
organii a hemopoetické buiiky byly pozitivnina M RP°*’ . Vzhle-
dem k pfirozenému vyskytu M R P v mnoha epiteliich se usuzuje,
ze stejné jako Pgp hraje M R P dilezitou tlohu pfi ochrané bunky
pied toxiny zevniho prostiedi. Exprese M R P v nddorech rtizného
histogenetického ptivodu je uvedena v Tab. 1.

Jednozna¢na asociace M DR s expresi riiznych gend byla zatim
jednozna¢né in vivo prokdzana pouze u Pgp a M R P v modelech
knock-out mysi. Tato zvifata s deleci obou alel M R P genu bez-
pecné piezivaly a autofi uzaviraji, ze jakékoliv potencionalni inhi-
bitory M R P mohou byt bezpe¢né pouzity v 1é¢bé nadorovych one-
mocnéni lidi'"**". Hladiny sérovych enzymii, proteini, elektrolytii
a dalSich biochemickych ¢i hematologickych parametrid se
v modelu s iplnym knockoutem M R P nijak nelisily od kontrol.
Mysi a lidské MRP proteiny sdileji 88% sekvenéni identitu

Tab.l: Lidské nadory exprimujici MR P

Hematologické MRP Solidni MRP
malignity exprese tumory exprese
Akutni myeloidni +/- NSCLC +-
leukémie

Akutni lymfoblasticka +/- Spinocel. caplic -+
leukémie malo/dobfe diferencovany
Chronicka lymfo- + Ca stitné 7zlazy +
cytarni leukémie

Chronickd B-lymfo- + Neuroblastom +
cytarni leukémie

Trichoceluldrni +/- Spinocel cajicnu +/-

leukémie

Chronickd myelo- - Sarkomy mékkych tkani -

cytarni leukémie

Mnohodetny myelom - Ca prsu, ledvin, -

ovaria, stfeva

Non-Hodgkinsky -
lymfom

Melanom, ca prostaty, -
moc¢. méchyfte, varlat

a u obou byla prokdzana indukce M DR fenotzypu po transfekci
jejich c DN A do ptirozens senzitivnich bunék"*”" V MR P knock-
out buitkich (mrp”) byla zji§téna hypersensitivita kmenovych
embryondlnich bunék in vitro na mnozstvi ptirodnich toxinti véet-
né epipodofylotoxinti, vinkristinu, doxorubicinu a daunorubici-
nu. Knockoutované mysi byly in vivo 2krdt vice vnimavéjsi na
vepesid""”. Delece jedné alely (mrp™") méla za nasledek kvan-
titativni zvy$eni vnimavosti oproti mrp”’* buitkam“*". V erytro-
cytech mysi s knockoutem v M R P genu byla pozorovana ztrata
funkce vysoko afinitni S-glutathionové pumpy. Rovnéz masto-
cyty téchto mysi vykazovaly CasteCny defekt v sekreci leukotrie-
nu C,""**. Autofi se na tomto my$im modelu rovnéz pokusili
0 objasnéni vztahu mezi MRP a GSH. V embryondlnich kmeno-
vych buiikdch mrp™* sni%ili hladinu GSH na 10% fyziologické
koncentrace. Butiky kultivovali v médiu s radioaktivné zna¢enym
vepesidem. Zjistili, ze intraceluldrni koncentrace vepesidu v téch-
to buiikdch se zdvo;'nésobila. Zatimco v embryondlnich kmeno-
vych buitkdch mrp” nemélo sniZeni hladiny G SH Zddny vliv na
intraceluldrni koncentraci vepesidu'*”. V souladu s timto pozo-
rovanim je jiny in vivo experiment popisujici u M DR rezistent-
nich tumort nadmérné exprimujicich M R P zvySenou terapeutic-
kou uc¢innost doxorubicinu poté, co byla s pomoci BSO sniZena
hladinaintraceluldrniho GSH """, Vroce 1997 se Taguchimu et
ai (165) podatilo prokdzat pfimou interakci mezi M R P a G S H doka-
zujici, ze M R Pje fyziologickym kotransportérem G S H a proti-
nddorovych 1€Civ.

Molekula M RP je tedy ATP-dependentni membrdnovd pumpa
exportujici z bunky glutathion-S konjugdty v nemodifikované for-
mé i ve formé soli(*).

2) Vyskyt MRP v lidskych niadorech

M R P ie Casto exprimovan v anaplastickych karcinomech $titné
714zy(1°”, u riiznych forem akutnich a chronickych leukémii“?.
Zajimavou vyjimkou jsou nékteré pfipady AM L subtypu M4Eo
u nichZ doslo k inverzi na 16. chromozomu. Tato inverze je pova-
Zovana za dobry prognosticky znak. M R P gen je lokalizovan bliz-
ko bodu zlomu a v disledku chromozomalni inverze dochazi k jeho
deleci. V pfedbézné studii byla tato delece asociovana se 4-5krdt
delsim disease free survival obdobim, které nasledovalo po inici-
4lni terapii®”.

Zvysené mnozstvi M R P je jednozna¢né negativnim prognostic-
kym faktorem u détského neuroblastomu®). Tato studie proki-
zala i signifikantni korelaci mezi M R P expresi v primarnim nado-
ru a amplifikaci N-myc onkogenu, nejsilnéjSiho negativniho
prognostického faktoru u téchto pacient'*®.

Uz v roce 1995 byly popsany na bunéénych liniich E)fipady jez
nadmérné exprimovaly jak Pgp tak MR P proteiny”*”. Chan et
al.®" dokumentoval tentyZ jev na primarnich nddorovych buii-
kach retinoblastomu, které neodpovidaly na chemoterapii. Dokon-
ce exprese jednoho z vy$e jmenovanych M D R proteint pied zaha-
jenim 1é¢by korelovala s neodpovidavosti na 1é¢bu, zatimco
nepfitomnost obou proteinti korelovala s dlouhodobym pieZzitim.
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Snad nejcastéji byla nadmérné exprese M R P studovdna u nema-
lobunéénych karcinomil plic, zvlaté u adeno- a spinoceluldrnich
histologickych typa'*?. Cast&ji byvaji M R P pozitivni dobte dife-
rencované nadory. Studie prokdzaly negativni korelaci mezi
nadmérnou expresi M R P a klinickou odpovidavosti na chemote-
rapii?”. U malobun&énvch karcinomt plic je viak pozitivita
MRP podstatné vzacnéjsi(*”.

Ptiblizné 30% zen s uzlinové negativnim karcinomem prsu rela-
buje. Nooteretal. ' ** zjistovali frekvenci a intensitu M R P expre-
se pomoci monoklondlni protilatky u 259 vzorkt invazivniho kar-
cinomu prsu. V tomto souboru bylo 34% vzorkt pozitivnich na
MRP. Po rozdéleni pacientti do skupin pode véku, velikosti nado-
ru, mnozstvi estrogenovych a progesteronovych receptort ¢i stup-
né zasazeni lymfatickych uzlin se objevila asociace M R P se $pat-
nou odpovidavosti na 1é¢bu predev§im u pacienti s malymi
nadory, u uzlinové negativnich pacientek a u Zen s pozitivnim uzli-
novym ndalezem, kterym byla poddna adjuvantni chemoterapie
vrezimu C M F (cyklofosfamid, metotrexat, 5-fluorouracil). Rizi-
ko relapsu bylo u pacientti exprimujicich M R P statisticky vyznam-
né vys$si. Rovnéz dlouhodobé pieziti bylo u M R P exprimujicich
nemocnych krat$i. Pfitomnost M R P v nddorovych bunikidch mize
byt tedy nepiiznivym znakem u skupiny pacientti s lepsi prognd-
zouvramci T N M klasifikace. Exprese M R P se zdd byt v pfipadé
karcinomu prsu zndmkou nenormdalniho chovani butiky, agresiv-
néjsiho fenotypu a 1ékové rezistence.

I1. 1) Lung resistance-related protein (LRP)

Na zacatku 90. let byla M D R asociovana zejména s Pgpa MRP.
Avsak ptibyvalo stdle vice dlikazi jak z in vitro, tak z klinickych
studii o tom, Ze na M D R fenoménu se podili jesté dalsi mecha-
nismy. Scheper et al‘'** popsali novy protein ze skupiny trans-
portnich proteintl uplatiiujicich se v navozeni M D R a pojmeno-
vali ho lung resistance protein (LRP), protoze byl poprvé
identifikovan na buné¢né linii plicniho karcinomu. Tento protein
ma molekulovou hmotnost 110 kDa. Z vysledki komparativni
sekvenéni analyzy bylo jasné, Ze nové objeveny LRP m4 87,7%
identitu s krysim major vault proteinem(’>'*”. Nové objeveny
protein byl tedy identifikovan jako lidsky major vault protein a tedy
jako nejpocetnéji zastoupend slozka v poslednich objevenych sub-
celuldrnich organeldch pojmenovanych ,,vaults".

Vaults byly poprvé pozorovény v roce 1986“” a nasledné byly
izolovany z mnoha organismt od niz§ich eukaryot po savce. V sou-
ladu s pfirozenou distribuci LR P v organismu se vaults vyskytu-
ji nejcastéji v epitelidlnich burikdch, makrofdzich.. .atd. I kdyzje
jejich skladba a struktura pomérné komplexni, jsou tyto organe-
ly vysoce konzervovany i mezi fylogeneticky neptibuznymi dru-
hy. Jejich funkce je tedy pravdépodobné nezbytnd pro vSechny
eukaryotické buiiky(*.

Vaults jsou ribonukleoproteinové céstice sklddajici se u krys
z nasledujicich 3 slozek: 1) z major vault proteinu (molekulova
hmotnost 104 kDa), ktery tvoii vice nez 70% této organely, 2) ze
tif typti minor proteind jejichz molekulova hmotnost je 210,192

Obr. 2 - Struktura subceluldrnich organel vaults.

A - Pohled ze strany na nerozloZenou organelu, B - Pohled z vrchu na
otevienou polovinu (podoba ,,rozvitého kvétu").

Vault je soumémd, dutd organela. Kazda jeji polovina se miiZe oteviit do
podoby ,,rozvitého kvétu" s 8 petalnimi listky obklopujicimi centrdlni
pl'stenec(”). Tato dynamicka struktura ma pravdepodobné funkéni
vyznam.
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a 54 kDa, 3) z malych molekul RNA. Uspofddanijednotlivych
slozek organel vaults je znazornéno na Obr. 2. Celd organela ma
molekulovou hmotnost 13 MDa, rozméry 35x65 nm ajde o nej-
vétsi znamou ribonukleoproteinovou ¢astici (3krat vétsi nez ribo-
zom). Vaults jsou ptfitomny v cytoplazmé buriky a buiiky jich obsa-
huji fadové tisice. Na zaklad¢ strukturalnich studii a na zdkladé
pfitomnosti vaults na jaderné membrané a v jadernych porech se
domnivame, Ze organely vaults se podili na nukleocytoplazma-
tickém transportu $irokého spektra substratd"””. Zd4 se, Ze tyto
organelly mohou transponovat toxické latky z jadra neoplastic-
kych bunék do lysosomi. U bunék nadmérné exprimujicich LR P
byla skute¢né pozorovana snizend schopnost akumulovat dauno-
rubicin v jadfe"™”. K ziskini M DR fenotypu je potfebna s nej-
vétsi pravdépodobnosti celd funkéni organela vault™”, coZ je
i divodem pro¢ bunééné linie transfekované LR P genem nevy-
kazovaly zadnou 1ékovou rezistenci.

Izquierdo et al."”” testovali expresi LR P u 61 nddorovych bunsg-
nych linif rizného histologického ptivodu, které nepodstoupily
selekci Zddnym z protinddorovych 1é¢iv. L R P vysel z této studie
jako silny prediktor in vitro rezistence (silnéjsi nez Pgp a MR P)
na lé¢iva podléhajici M D R. Pfitomnost L R P ov§em asociovala
i s rezistenci na Pgp/MRP netransportovana 1é¢iva, napi. deriva-
ty platiny.

LRP byl s pomoci in situ hybridizace lokalizovan do kratkého
raménka chromozému 16("*""". Ve stejné oblasti jsou lokalizo-
vany i geny pro MR P a proteinkindzu C-b (PKC). Ac¢koliv nadmér-
nd exprese LR Pjde Casto ruku v ruce se zvysenou expresi MRP,
jsou oba geny regulovany nezavisle na sob¢ a nepatfi do stejného
amplikonu™*”. Na druhé strané vétsina Pgp-pozitivnich MD R
bunéénych linii neexprimuje soucasné LRP ('

LR P protein je pfirozené exprimovan v tkdnich vystavenych toxic-
kym vliviim (travici trakt, keratinocyty, bronchy), v metabolicky
aktivnich tknich (kiira nadledvinek), v makrofazich®". Jeho pfi-
rozend distribuce je tedy podobna distribuci Pgp a M RP. Néadory
vychdzejici z tkdni pfirozené exprimujicich LR P byvaji rovnéz
LRP pozitivni. Z testovanych 27 rozdilnych druht nddorovych
onemocnéni exprimovalo 63% vzorki LRP.

2) Vyskyt LR P proteinu v lidskych nadorech

Nadmérnd exprese LR P byla zjisténa u dospélych pacienti trpi-
cich akutni myeloidni leukémii a u pacientek s ovaridlnim karci-
nomem. U obou diagndz ptedpovidala $patnou odpovéd na che-
moterapii”®'""”. Na zakladé silné prognostické hodnoty nadmérné
exprese LR P u tak rozdilnych diagnoz 1é¢enych velmi rozdilny-
mi protokoly miizeme piedpokladat, Ze nadmérnd L R P exprese je
odrazem rezistence na Siroké spektrum protinddorovych 1€¢iv.
Kli¢ovym zjisténim je, Ze negativni exprese L R P neni v lidskych
nadorech uniformni, ale odrazi vnimavost malignich bunék na 1é¢-
bu. Relativné chemosenzitivni nddorovd onemocnéni téméf neex-
primuji L R P (testikularni nddory, neuroblastom, AM L) . Néadory tra-
di¢né $patné odpovidajici na 1éCbu a refrakterni onemocnéni byvaji
silng LR P pozitivni (Karcinomy stfeva, ledvin, pankreatu)®”. LR P
se tedy zda byt dobrym markerem klinické rezistence na 1é¢bu.
Studie zabyvajici se 30 ptipady relabujici A L L zjistila, Ze nikoliv
exprese Pgp, nybrz LR P je statisticky signifikantné asociovdna
s in vitro rezistenci Cerstvych leukemickych bunék na daunorubi-
cin'””. LR P exprese byla rovnéz spojend s krat§im dlouhodobym
pfezitim a krat§im obdobim do progrese nemoci.

II1. 1) rizoenzym glutathion-S-transferazy a glutathion (GSH)
Kromé transportnich proteind se na detoxifikaci cytostatik podili
rovnéZ zvysend aktivita detoxifika¢nich izoenzymu glutathion-S-
transferdz (GST). Sav¢i rodina glutathion-S-transferdz obsahuje
nékolik izoforem oznatovanych a,m ,p a © (théta)""”. Viechny
tyto izoformy G ST jsou v cytoplazmé pfitomny ve formé mono-
mernich podjednotek a katalytickou aktivitu ziskdvaji az jako homo-
¢i heterodiméry. Izoformy GST jsou zodpovédny za konjugaci glu-
tathionu (GSH) se Sirokym spektrem elektrofilnich Cdstic.

Glutathion je klicovym redukénim ¢inidlem v burice a ucastni se
detoxifikace volnych radikdlovych forem, zejména kyslikovych
radikald'"”, podili se na riiznych metabolickych pochodech véet-
né syntézy leukotrienti. Leukotrieny jsou syntetizovany leukocy-
ty a zprostiedkovavaji zanétlivé a alergické reakce. Syntézy se
Ucastni i enzym glutathion-S-transferdza katalyzujici adici thio-
lové skupiny glutathionu na nestaly leukotrien A, za vzniku prv-
niho z peptidoleukotrienti, leukotrienti C,. Rovnovdha mezi redu-
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Obr. 3 - Struktura glutathionu (GSH)

kovanou formou glutathionu (GSH) a oxidovanou formou (GSSH)
napomdhd udrzovat spravny oxida¢ni stav sulfhydrylovych sku-
pin proteind uvnitf bunék.

Glutathion je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin) obsahujici
neobvyklou y-amidovou vazbu (Obr.3). V buiikdch je syntetizo-
vany de novo v y-glutamylovem cyklu. Gama-glutamylovy cyklus
byl objeven Altonem a Meisterem ajde o mechanismus pfenosu
aminokyselin do bunék tzv. translokaci. G S H je pfi ném synteti-
zovan z glutamdtu, cysteinu a glycinu za postupné katalyzy y-glu-
tamylcysteinsyntetazy (yGCS - limitujiciho enzymu této synté-
zy) a GSH-syntetdzy (Obr.4). Volnou energii pro kazdou z reakci
poskytuje hydrolyza ATP.

GSH ma tedy ochrannou roli a patii v buiice mezi nejpocetnéji
zastoupené thioly nebilkovinné povahy"*”. A¢koliv nékteré radi-
kalové formy (napf. hydroxylovy radikdl) mohou pfimo reagovat
s redukovanou formou glutathionu (GSH), fada dalSich je s nim
konjugovana pomoci zaporné nabitych izoenzymi glutathion-S-
transferazy (GST). Vysledkem jsou slou¢eniny méné toxické, vice
hydrofilni a tedy snadngji z buriky vyluéitelné. Jiné reaktivni mole-
kuly tvofené v rdmci oxida¢né/redukénich procest (napi. peroxid
vodiku) jsou redukovany druhou glutathionovou metabolickou
cestou a to pomoci enzymu glutathionperoxiddzy (GSH Px) za

vzniku oxidované, disulfidické formy glutathionu (GSSG, GSSH).
G SS G miize byt nasledné redukovan na svoji monomerickou for-
mu glutathionreduktdzou (GR). Tento proces normdlné poskytu-
je GSHaGSSGvpoméru 100:1, cozumoziiuje GS H, aby puso-
bil jako vnitrobunéénd redukéni latka.

Volné radikalové formy se tvoii v pribéhu podavani alkylujicich
latek nebo pti radioterapii. Zakladni vlastnosti vétsiny D N A alky-
lujicich sloucenin je jejich elektrofilita. U nékterych protinddo-
rovych 1é¢iv patficich do této skupiny bylo prokdzéano, ze skutec-
néjsou substratem pro GST (napf. chlorambucil, cyklofosfamid,
BCN U, thiotepa, melfalan...atd). Alkylujici latky jsou reduko-
vany bud ptimo G S H nebo prostrednictvim GST v glutathiono-
vém redoxnim cyklu. Metabolicky obrat glutathionu je pomérné
rychly s polo¢asem kolem 1 hodiny. Inhibice syntézy G S H (napf.
BSO) vede v kratké dobé k depleci buné¢ného G S H a k inhibici
glutathionovych detoxifika¢nich mechanismd.

Ne vSechny izoformy GST se podili na 1ékové rezistenci. GST-
xifikaci nitrosomocoviny. ZvySend exprese GST-II (placentami
typ) u M D R bunéénych linii vedla k zavéru, Ze pravé tato izofor-
ma je kli¢ova pro Iékovou rezistenci. U izoforem a a \i byla pozo-
rovdna i peroxiddzové aktivita®”.

Regulace genti GST je multifaktoridlni. Podili se na ni vék, pohla-
vi, typ tkang, pfitomnost induktor( - chemickych slou¢enin roz-
délitelnych do 4 skupin (planarni aromatické, oxidanty na bazi
fenolu, barbiturdty, glukokortikoidy) ¢i metylace gend kodujicich
GST-dzy(""

Schopnost modulovat hladinu G S H ¢i aktivitu GST-m v bunice ma
BS O (irreverzibilni inhibitory-GCS enzg/mu), ktery v kombinaci
s melfalanem snizuje hladinuG SH’**'*"". Dalsi slou¢enina, sul-
fasalazin, moduluje pfimo aktivitu GST-7t a synergicky zvySova-
la cytotoxicitu cis-platiny u 2 bunéénych linii malobunééného kar-
cinomu plic"”.
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Obr.4 - y-glutamylovy cyklus a syntéza glutathionu.
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Legenda: Jednotlivé reakce cyklu jsou katalyzovany: (1) y-glutamylcysteinsyntetdzou, (2) glutathionsyntetdzou, (3) y-glutamyltranspeptidézou,
(4) y-glutamylcyklotransferazou, (5) oxyoprolindzou, (6) vnitrobunécnou proteinazou.
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V kapitole o M R P proteinu byl jiz popsan vztah mezi MRPa GSH -
xenobiotickou (GSH-X) pumpou. Podtrhnéme tedy alesponi fakt,
ze umnozstvi G S H konjugati a nékolika nemodifikovanych 1é¢iv
(napt. doxorubicinu, etopozidu, vinblastinu) byla pozorovana afi-
nita k M R P proteinu. Rovnéz byla zjisténa kolokalizace G S H kon-
jugatd do téch oblast{ butiky kde se nachdzif M RP ** "%
Zvysena intracelularni koncentrace GSH ¢i zvySend aktivita GS T -
[T mé za nasledek konjugaci GSH s vybranymi cytostatiky, ¢imz
se snizuje jejich biologicka u¢innost a dostupnost. Tento trend byl
pozorovan u 58 ze 60 nddorovych bunéénych linii''*”. U rezi-
stentnich bunék byla nalezena v disledku 2-krat vy$§iho mnoz-
stvi GST-TC mRNA i zvySena katalytickd aktivita tohoto enzymu.
Vy$8i mnozstvi m R N A v§ak nebylo zptisobeno amplifikaci GST -
p genu Jind studie analyzujici 25 buné¢nych linii rezistent-
nich na doxorubicin a exprimujicich GST-TC nasla pouze u 10 linii
zvysenou aktivitu GST-TC oproti matetskym liniim. Pouze u 5 linii
byla GST-TC aktivita alespori 2krat v&tsi. Zbylych 15 sublinii mélo
GST-TC aktivitu nezménénou ¢i dokonce sniZenou, tedy piesny
opak toho co se o¢ekdvalo"’". Sublinie rezistentni na BSO (35-
40x rezistentn&jsi v porovnani s matefskou linif) pfipravené
zbunééné Linie lidskych hepatocytli vykazovaly nadmérnou expre-
siy-GCS, déle v dtisledku snizené transkripéni aktivity mély sni-
zené mnozstvi GST-TC, tim padem bylo pozorovano i méné GSH-
konjugatli a tedy zvySend hladina samotného GSH v buiice
(v prostiedi BSO exprimovaly tyto sublinie az 4krat vice GSH).
Otdzka, zda je snizend exprese GST-TC odpovédi butiky na poda-
ni GSH inhibitord a dalsi otazky vyvstavajici z této studie neby-
ly jesté zcela zodpovézeny"*”

Transformacéni studie provedené in vitro na kvasinkdch, kdy byly
rizné formy G ST vneseny do senzitivnich bunék, prokazaly jejich
ti¢ast v 1ékové rezistenci". Transfekce bunééné linie M CF-7 (lid-
sky karcinom prsu) vektory nesoucimi geny rtiznych izoforem
G ST sice zvySily hladinu GST v buiikdch, nicméné hladina rezi-
stence nebyla signifikantné zvysena*”. Vjiné studii u MCF-7
bunék transfekovanych GST-TC byla pozorovdna zvySend mira
konjugace thiotepy s G S H v porovnani s kontrolami. Vazba thio-
tepy na G SH méla za nisledek sniZeni cytotoxicity thiotepy"”.
Vysledky téchto experimentalnich studii jsou natolik rozporupl-
né, ze nedavaji dostate¢ny dikaz o pfimém vztahu mezi 1ékovou
rezistenci a GST-TC aktivitou. Zmény GST aktivit mohou byt spe-
cifické pro kazdou jednotlivou buné¢nou linii. Otazkou také ztlista-
va do jaké miry je zvySena GST-TC aktivita dostacujici pro navo-
zeni M DR. Velmi specifickd pro jednotliva xenobiotika je rovnéz
mira jejich cytotoxicity ztracend v dtsledku konjugace
s GSH(""'"\ Proto eliminace konjugitt GS-X pumpou bude zfej-
mé nezbytna pro kompletn{ detoxifikaci’”

Ahmad et al.® popsali riizné alelické varianty GST-TC. V roce 1997
byl podan prvni diikaz o tom, Ze polymorfismus v GST-TC je odpo-
védny za rtizné silnou odpovéd bunky na toxicky stres(76). Poly-
morfismus GST-TC v lidské populaci miZe tedy alespon Caste¢né
vysvétlit riznou hladinu vnimavosti jedincti na slouc¢eniny kon-
jugujicises GSH.

2) Vyskyt GST-TC a GSH v lidskych nadorech

Na zékladé rozporuplnych vysledkt ziskanych z experimentl na
bunéénych liniich neni studii zabyvajicich se klinickou rezisten-
ci v souvislosti s GST-TC aktivitou mnoho. Av§ak nadmérnd expre-
se GST-TC a tedy zvySend mira detoxifikaénich procesi s nésled-
nou snizenou efektivnosti 1é¢by byla popsdna u mnoha nadorovych
onemocnéni (karcinom ovaria, prsu, CLL, nemalobuné¢ny karci-
nom plic, kolorektdlni karcinom) """ .
Bylo pozorovano zvyseni exprese GST-II u bunék neuroblastomu
odebranych po 16¢b& v porovnani se stavem pied 1é¢bou””’. Rov-
néZ u pacienta s chemosenzitivnim malobunéénym karcinomem
plic byla GST-TC aktivita niz§i v porovnani s pozdéjéim odbérem,
kdy se onemocnén{ vyvinulo v rezistentni formu*’

U 240 vzorkl karcinomu prsu byla pozorovdna nepfima iiméra
mezi GST-TC expresi a potem estrogenovych receptori. Navic
byla pozitivita na GST-TC identifikovana jako silny prediktor relap-
su ¢i smrti v podskupiné uzlinové negativnich pacientek po che-
moterapii””. GSH, GST-TC a aldehyd dehydrogendza jsou asoci-
ovany u bunéénych linii s rezistenci na karboplatinu
a cyklofosfamid. Tanner et al."'*” zji§fovali, zda je ptitomnost
téchto 3 markerQ spojena s rezistenci ovaridlniho karcinomu na
1é¢ebnou kombinaci cyklofosfamid-karboplatina. Studie byla pro-
vedena na 139 pacientkdch. Nebylo nalezeno zadné spojeni mezi

14 KLINICKAONKOLOGIE ZVLASTN{CISLO 272000

mnozstvim GHS, ptitomnosti obou proteinli v nddorové burice
a pfezitim. Median pfeziti byl vSak signifikantné del$i u pacien-
tl, kteti méli intracelularni obsah G S H mensi nez 4,9 p-g/mg pro-
teinu. Glutathion se ySak nejevil jako nezavisly prognosticky fak-
tor, nybrz byl signifikantn¢ asociovan se stdzovanim tumoru.
Mnozstvi G S H vbuiice bylo rovnéz vazano s progresi nadoru. Ani
u jedné ze sledovanych sloucenin vsak nebyl prokdzan vztah k rezi-
stenci na 1é¢bu cyklofosfamid-karboplatina. Pozitivni korelace
GST-TC exprese s nepfiznivymi prognostickymi znaky lidskych
sarkomi""”, naznatuje, Ze exprese GST-TC miiZze korespondovat
se Spatnou klinickou odpovidavosti nékterych pacienti. Zvyse-
nou expresi GST-TC V lidskych nddorech spojuji se Spatnou pro-
gnézou i dalf studie™’”.

Literatura uvadi zvySenou expresi GST-TC V prognosticky neptiz-
nivych lidskych nadorech, avSak nepotvrzuje jeji tilohu v navo-
zeni MDR. Tento fakt je v souladu s laboratornimi pozorovani-
m('**) prohlagujicimi GST-TC jako znak preneoplastické
transformace buriky. Hlubsi poznani mechanismti jakymise G S T -
TC exprese mtize podilet na maligni transformaci by zfejmé pomoh-
lo 1épe pochopit proces samotné onkogeneze””.

IV. DalSi proteiny odpovédné za specifickou rezistenci na
néktera Protinadorova lé¢iva &i jejich skupiny

Vvodu I. ¢asti bylo zminéno, Ze kromé mnohocetné 1ékové rezi-
stence existuje jeSté rezistence zkiizend (na skupinu strukturdlné
piibuznych 1é¢iv ¢i na skupinu 1é¢iv se stejnym mechanismem
ucinku) a rovnéz specifickd rezistence kjednomu uréitému cyto-
statiku. Tato problematika piesahuje ramec pfedkladanych praci

a bude ji vénovana zvldstni pozornost v nékterém v nasich pfis-

tich sdéleni. Nicméné bychom zde rdadi uvedli alespon jmenovité

nékteré z nich.

Molekuly enzymt topoizomerazy I a topoizomerazy Il jsou cilo-

vou strukturou fady protinddorovych 1é¢iv, napi. epipodofyloto-

xind, antracyklint, derivatl camptothecinu. Snizené mnoZzstvi
topoizomeraz nebo mutace v jejich priméarni struktuie neumoz-
fiyje interakci s inhibitory. JelikoZ cytotoxicita vétSiny inhibitort
topoizomeraz piimo zavisi na mnozstvi aktivnich molekul enzy-
mu, redukce jejich po€tu se projevi vznikem lékové rezistence.

Rada autor( pfifazuje rezistenci na inhibitory topoizomeraz k aty-

pické mnohocetné 1ékové rezistenci

Do této problematiky se dale fadi nasledujici mechanismy:

1. rezistence na inhibitory dihydrofolatreduktdazy (DHFR), napft.
metotrexat, zplisobend poruchou transportnich mechanismu pro
folaty a antifolika.

. zvy$end koncentrace cytidindeamindzy vyustujici v rezistenci
na ARA-C.

. thymidylatsyntetdza a rezistence na 5-fluorouracil (5-FU).

. zvySena aktivita D N A repara¢nich enzymi napf. alkyltransfe-
razy a rezistence na derivaty platiny a dal$i alkylaéni latky.
. amplifikace genu pro aspartdt transkarbamyldzu a rezistence
na sul kyseliny N-fosfonacetyl-L-asparagové (PALA).
6. amplifikace ribonukleotid reduktizy a rezistence na hydroxy-
ureu (HU)...atd.
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METODIKY TESTOVANI CHEMOSENSITIVITY/CHEMOREZISTENCE NADORU IN VITRO
METHODS FOR THE EVALUATION OF HUMAN TUMOR DRUG RESISTANCE IN VITRO
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Souhrn: Chemoterapie zhoubnych nddord pfedstavuje jednu ze zdkladnich modalit 1é¢by lidskych neoplasii. Ve vétsi-
né piipadi je vSak volba farmak, jejich kombinace a davkovacischémata, zaloZena na empirickych zkuSenostech a vysled-
cich bezpoctu multicentrickych studif, aniz by byla respektovéna biologickd individualita nddoru a jeho nositele. Uka-
zuje se, ze zlepSeni lééebng'rch vysledki, ale i snizeni nezddoucich ti¢inku chemoterapie, muize lp()finést individualizovand
1éCba provddena na zéklad€ in vitro predikce rezistence, resp. citlivosti daného nddoru na spektrum cytostatik. V_préci
autofi podavaji piehled a charakteristiku in vitro metodik, které jsou vyuzivany pro vybér chemoterapeutik s piedpo-
kladanym terapeutickym efektem in vivo a které umoziiuji vyfadit I€ky na néZ je dany nddor rezistentni. Prce rovnéz
analyzuje ¢etné metodické a interpretacni problémy in vitro predikce protinddorové i¢innosti cytostatik, zejménav sou-
vislosti s klinickou validitou testt.

Kli¢ova slova: Testy chemorezistence/chemosenzitivity in vitro, klonovaci metoda, M T T, histokultury

Summary: Cancer continues to cause significant mortality and the use of standard cytotoxic chemotherapy has reached
a therapeutical plateau. Currently, the process of selecting chemotherapy is a source of trial and error neglecting
biological individuality of each tumor and its bearer. The improvement of treatment results is expected from ex vivo
drug sensitivity testing which may allow to choose the most effective drugs for individual patient and to exclude agents
to which the tumor cells exert resistance. The paper reviews current methods used to test index in vitro conditions the
sensitivity of tumors to a panel of anticancer agents. It also does a bit of thinking on some limitations and drawbacks of
gach teufhni_que. Special attention is paid to the clinical relevance of the individualized cancer therapy based on in vitro
rug selection.
Keywords: Chemoresistance/chemosensitivity assays in vitro, clonogenic assay, M T T, histocultures

Uvod

Protinddorovad chemoterapie prodélala v minulych desetiletich
bouflivy rozvoj. Pivodné byla pouze doplitkovou 1é¢bou, ale
postupné nabyvala vyznamu standardni 1é¢ebné metody a stala se
rovnocennou 1é¢bé chirurgické a radioterapii. Prvotni obdobi skep-
se bylo vystiiddno nad$enim a nekritickym pfecefiovinim moz-
nosti chemoterapie. Dne$ni pohled na problematiku chemotera-
pie uz neni tak nekriticky. Statistika poslednich 20 let ukazuje, Ze
chemoterapie dosahla urcitého maxima a nova cytostatika neo-
vliviiuji zdsadnim zplsobem pieziti nemocnych s nejfrekvento-
vanéj§imi nadory. Dnes je zfejmé, Ze ucinnost chemoterapie je
ovlivitovana fadou faktoril, které sehrdvaji vyznamnou ulohu
v 1é¢ebné strategii a spolurozhoduji o vysledku 1é¢by. Mdame na
mysli zejména histologicky typ nddoru, stuperi pokrocilosti one-
mocnéni, vaskularizaci nadorového loziska, klonalni heterogeni-
tu maligni populace, primarni ¢i sekunddrni (indukovanou) che-
morezistenci a kone¢né celkovy stav nemocného. Jelikoz tcinek
cytostatik neni pfisné specificky pro nddorové burky, ale ptisobi
vice ¢i méné toxicky i na normalni buiky, jsou vedlejsi ¢inky
fady cytostatik dal§im limitujicim faktorem chemoterapie a ve
svych dusledcich mohou vést i k zdvaznému poskozeni nemoc-
ného. Soucasnd onkologickd chemoterapie je zaloZena pfevazné
na empirickych zkusenostech a generalizaci vysledkd rozsdhlych
klinickych studii, aniz by respektovala individualitu nemocného
a biologickou odlisnost kazdého ndadoru. Je vice nez pravdépo-
dobné, Ze respektovani faktorti individuality a moznosti jejich
posouzeni mtize do zna¢né miry optimalizovat vybér protindado-
rovych farmak, jejich davky coz ve svych disledcich priznivé
ovlivni terapeuticky efekt a snizi riziko neZzadoucich u¢inku. Jed-
nim z pfistupl individualizované chemoterapie je vybér cytosta-
tik s maximalni ucinnosti pro dany nador a soucasné eliminace
téch, na nézje nddor vysoce rezistentni, na zdkladé hodnoceni che-
mosensitivity/chemorezistence nadorové populace v in vitro pod-
minkach. V nasem sdéleni bychom radi sezndmili ¢tendie s meto-
dikami in vitro testl citlivosti nddorové populace na cytostatika
a s nékterymi metodickymi a interpretacnimi problémy se zamé-
fenim na ,solidni" malignity.

Prvni testovani chemosenzitivity/chemorezistence in vitro se datu-
ji do obdobi pielomu 50. a 60. let, kdy badatelé Black a Speer (1)
popsali hodnoceni citlivosti nddord v in vitro podminkach jako
novy, vhodny pfistup pro vybér nejic¢innéjsich cytostatik pro indi-
vidudlniho nemocného. Jejich prace vSak nedoznala vétSiho
zajmu, ani klinického vyuziti.

V pribéhu 80. let dochdzi, zejména v USA a Japonsku, k rene-
zanci prediktivni individualizované 1é¢by onkologickych pacien-
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td. Prilomem v testovani chemosensitivity nador( byla metoda
HTCA (Human Tumor Colony Assay), kterou vyvinul Salmon
a Hamburger v roce 1977 (2) a kterd, pfestoze ma mnoho nevy-
hod, je dodneska pouzivana. Nasledoval rozvoj dal$ich technik,
hodnoticich kratkodobé poskozeni bunék. Je tieba zminit, Ze az
na malé vyjimky se in vitro hodnoceni chemosenzitivity/chemo-
rezistence koncentruje do soukromych zdravotnickych zatizeni
a Ze renomovana onkologickd pracovisté maji zatim k této meto-
dice velmi opatrny, Casto i kriticky piistup.

Teoretickou bazi in vitro hodnoceni 1ékové rezistence je piedsta-
va, ze farmakum vysoce u¢inné proti danému nadoru in vifro bude
efektivniivklinické aplikaci. Na druhé stran¢ nelze sjistotou pro-
kézat ¢i dokladovat, Ze vynechdni cytostatik na n€z je dany nador
v podminkdach in vitro rezistentni, neovlivni negativné in vivo
1é¢ebnou odpovéd. Dnes spis prevladd nazor, Ze tyto metody urci
pomérné spolehlivé cytostatika na néz je dany nador rezistentni,
ale urcenf citlivostije mén¢ spolehlivé.

Metody testovani in vitro jsou zaloZeny na dvou odli$nych prin-
cipech, které hodnoti riizné stupen poskozeni nadorovych bunék.
Jejich piehled, vyhody a nevyhody jsou shrnuty v tabulce ¢islo 1.

Klonovaci metoda

Klonovaci metoda je zaloZena na schopnosti nddorovych bunék
riist na agarovém semisolidnim médiu ve formé kolonii.
Ptikladem je jiz zminény HT CA test, ktery vypracoval a popsal
Salmon a Hamburger (2) a ktery je v riiznych modifikacich vyu-
Zivan dodnes (3-6). Metodika je zaloZena na schopnosti nadoro-
vych bunék riist na agaru ve formé kolonii, zatimco normalni bui-
ky jsou v rlstu inhibovdany. Bunétné poskozeni po kontaktu
s cytostatikem je hodnoceno srovnanim poctu kolonii v kulturach
ovlivnénych a kontrolnich. Zastanci této metodiky jako jeji pted-
nost uvadeji eliminaci normélnich bunék ve vzorku i kdyz Ize pole-
mizovat o reprezentativnosti selektované populace vzhledem
k podminkdm in vivo. Shimoyama a spol. udavaji, Ze vybér u€in-
nych cytostatik na zdklad€ klonovaciho testu dobie koreluje s jejich
terapeutickym efektem na modelovych mysich nadorech (7).
Limitaci této techniky, kterd brani SirSimu klinickému vyuziti
a mize byt zdrojem interpretaénich omyld, je potfeba velkého
poctu izolovanych nddorovych elementd, z nichZjen malé pro-
cento md schopnost riist v agarovém médiu. Nékteré prace
dokonce uvadéji, ze schopnost adaptace na riist v agarovém
médiu mé pouze méné jak 1% malignich bunék, coz negativné
ovliviiuje vytéZnost testu a moznost piesné interpretace. Z hle-
diska znamé genotypové i fenotypové heterogenity nadorové
populace in vivo, jsou zavéry klonovaciho testu vysledkem odpo-
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Tab.1

Metoda Vyhoda Nevyhoda
Klonovaci metoda Dobré korelace s klinickymi vysledky. Dlouhé doba provedent testu.
Potieba velkého mnozstvi bunék.
Malé procento hodnotitelnych vzorki.
Nelze hodnotit butiky v G, fazi.
Nelze hodnotit velky pocet cytostatik.
Chyby pti ode¢itanim poctu kolonii.
Metody hodnotici Rychld metoda. Piitomnost normélnich bunék miZze ovlivnit vysledek testu.
metabolismus bunék | Velké procento hodnotitelnych vzorki.
Potfeba malého mnozstvi bunék.
Lze hodnotit velky pocet cytostatik.
Moznost testovani bunék v G, fazi.
Dobra korelace s klinikou.
Histokultury Lepsi simulace podminek in vivo.
Moznost histologického hodnoceni zmén naddoru po
kontaktu s cytostatiky.
Nddor md ptirozenou architekturu a proliferaéni aktivitu
velmi blizkou in vivo podminkdm.

védi pouze malého poctu selektovanych bunék, které jsou schop-
né rist v agarovém médiu. Navic v daném provedeni test neni
schopen postihnout odpovéd bunék v G, fazi, které jsou, byt
v malém procentu vzdy pfitomny v in vivo nddorové tkani

a nasledné i v explantované populaci. Vedle pomérné dlouhé
doby k provedeni testu, mize byt zdrojem fale$né pozitivnich
vysledki obtizné rozliseni ndhodnych shlukii ¢asto mrtvych

bunék od pravych kolonii.

Jak upozornuje Pavlika kol. (8), zdrojem interpreta¢nich chyb

mohou byt i buiiky, které v disledku transferu do ne zcela fyzio-
logickych in vitro podminek pfestanou proliferovat, ziistavaji vSak
metabolicky aktivni a teprve po adaptacni fazi s pomérné dlou-
hou dobou latence vstupuji do bunééného cyklu a jsou schopny
rist v koloniich. Literatura uvadi, Ze ¢ast vySe uvedenych pro-

blémti miize byt eliminovdna kombinaci vice metodologickych
pfistupt, at jiz hodnocenim metabolické aktivity explantovanych

bunék nebo stanovenim D N A syntézy v bunéénych koloniich
pomoci inkorporace ’H znateného thymidinu jako markerd rep-

lika¢ni aktivity (9-11).

Studie, které se zabyvaly korelaci s klinickym t¢inkem uvadi pre-

diktivni hodnotu této metody kolem 80%, s pomérné vysokym
procentem (30-48%) netispé$nych kultivaci. Autofi Shimoyama
a spol. (7) srovnavali klonovaci metodu s M T T testem na nado-
rech zaludku, prsu, stieva a plic se 3 cytostatiky, a vysledky obou
metod porovnavali s testy in vivo na mySich. Podle téchto vysled-

ki klonovaci metoda méla 90% piedpovédni hodnotu a MTT

86,7%. Autoti uvadéji, Ze lepsi vysledky jsou dosazeny kombi-

naci obou metod.

Neklonovaci metody

Dalsi skupina metod je zaloZena na stanoveni proporce zivych
a mrtvych bunék. Vétsina piistup hodnoti zmény v buné¢ném
metabolismu a membranové integrité, které jsou reflexi bunéc-
ného poSkozeni po kontaktu s cytostatiky. Jejich spole¢nou pied-
nosti je pomérné vysoké procento hodnotitelnych vzorkd, posti-
Zenf bunék v G, fdzi a moznost v pomé&rné kratkém Casovém
intervalu a za standardnich podminek posoudit i¢innost vétsiho
poctu protinddorovych chemoterapeutik. Diskutovanym problé-
mem téchto testli je mozna zavislost vysledkd na pfimési nena-
dorovych bunék, tedy zda a do jaké miry mize proporcionalita
normalnich versus malignich elementd ovlivnit vysledek testu
ajeho interpretaci. Soucdsti explantované monoceluldrni suspen-
ze pfipravené z nadorové biopsie jsou i normalni diploidni buriky
o nichZ je zndmo, 7e maji in vitro rtstovou preferenci ve srovna-
ni s buitkami malignimi a Ze v primokultuie jsou stejné, ne-li vice
vnimavé na poSkozeni farmaky. Na zdklad€é uvedeného nelze
vyloucit, Ze stupent kontaminace maligni populace burikami nor-
malnimi mize ovlivnit vysledek testu. Vyjdeme-li v§ak ze situa-
ce in vivo, kde mezibunécné kandly a bunécéné interakce bezesporu
spolurozhoduji o biologickém chovani nddoru, potom Ize ptipus-
tit, Ze in vitro maligni populace s pfirozenym zastoupenim nor-
malnich bunék, je relativné vhodnym modelem blizkym situaci in
vivo. Obecné se jednd o problém, ktery dosud ¢ekd na své objas-
néni.

Testy membrdnové integrity

Prvni testy hodnotici buné¢né poskozeni byly zalozeny na sledo-
vani membranové integrity bunék. MiZeme je rozdélit na testy
vitalni a supravitdlni. Vitdlni testy jsou zaloZeny na aktivnim pfi-
jimani barviva Zivou burikou pfes neporusenou plasmatickou
membranu, zatimco mrtvé bunky zistavaji neobarvené. Nejpou-
zivanéj$im barvivem pro vitalni testy je neutralni ¢erven. Opakem
jsou supravitdlni testy, kdy pfes porusenou plasmatickou mem-
branu mrtvych bunék pronika barvivo do intracelularniho prosto-
ru a zivé buiky zlstavaji neobarvené. Jako barvivo se vyuziva
napf. trypanova modf a methylenova zelen.

Moznost rozlisit Zivé buriky od mrtvych je zaloZena na kombina-
ci ovlivnéni membranové integrity a nékteré z metabolickych cest.
Piikladem tohoto pfistupu je metoda zavedend Pavlikem (8), v
niz viabilni burnky jsou urovany podle aktivity esterdz a jejich
schopnosti pfeménit bezbarvy fluorescein diacetat na zeleny fluo-
rescein. Mrtvé buiiky jsou rozliseny podle jejich schopnosti pfi-
jimat propidium iodid porusenou plasmatickou membranou. Pod
mikroskopem se hodnoti proporce zivych tj. zelené a mrtvych tj.
Cervené zbarvenych bunék.

MTT test

Nejrozsifenéjsi metodou testovani in vitro chemosenzitivity/che-
morezistence je tetrazoliovy test (M T T test) popsany v roce 1983
Mosmannem (12). Rozlieni zZivych a mrtvych bunék je zalozeno
na schopnosti zivych bunék redukovat Zlutou, rozpustnou tetra-
zoliovou sl M TT (3-4,5-dimethylazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-
zolium) mitochondridlnim enzymem sukcinat-dehydrogendzou
na nerozpustny modry formazan (13). Formazan je pak rozpustén
dimethyl sulfoxidem (DMSO), ptipadné jinym organickym roz-
poustédlem. Absorbance barevného produktu je méfena fotome-
tricky pfi 570 nm a vysledky jsou srovndvany s hodnotami iden-
tickych kontrolnich kultur neovlivnénych cytostatiky.

Japonsti autofi Kubota a spol. (14-16) pouZili tuto metodu pro sta-
noveni citlivosti nddort Zaludku, stfeva, sleziny, prsu, jicnu alym-
fomi na panel cytostatik MM C, 5-FU, AD M a DDP. Studie uvé-
di 90% hodnotitelnych nddord, u nichZ in vitro vysledky byly
podkladem pro vybér cytostatik pro daného nemocného. Korela-
ce s klinickym efektem byla okolo 83-86%. Za hlavni pfednost
testu in vitro povazuji autofi moznost pomérné piesné detekovat
stupefi rezistence na nékterou ze zkousenych latek a nasledné vyia-
zeni neucinnych terapeutik z Ié¢ebného protokolu. Podobné piiz-
nivé hodnoceni M T T testu pro volbu u¢innych cytostatik uvadi
Yamaguche a spol. u kolorektdlnich karcinomi (17).

Cole (18) vyuzil tuto metodu pro stanoveni chemosenzitivity/che-
morezistence u nadord plic. Prace akcentuje jeji vyznam v urée-
ni mnohocetné 1ékové rezistence a tim eliminace neu¢inné, paci-
enta zatézujici terapie.

Carmichael a spol. (19) srovndavali MTT test s klonovaci meto-
dou. Autofi uvadéji, ze MTT test detekuje ve vétsim procentu
pocet rezistentnich kultur k hodnocenym cytostatikim ve srov-
nani s klonovaci metodou.

Na zéakladé dosud publikovanych praci lze charakterizovat M T T
test jako jednoduchou, rychlou a relativné standardni metodiku
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pro predikci chemorezistence, respektive chemosensitivity nado-
rd v podminkach in vitro. Jako kazdd metodika ma vsak i MTT
test nékteré limitace jejichz piikladem je nemoznost rozlisit cyto-
staticky od cytotoxického ucinku ajiz zminéné riziko ovlivnéni
vysledku pfitomnosti vysokého procenta normalnich bunék v kul-
tufe. Problémem, ktery mtize ovlivnit spolehlivost vysledki je
schopnost nékterych chemoterapeutik redukovat MTT . Tento fak-
tor vsak mize byt eliminovan vysetienim kontrolnim testem MT T
testem bez bunék.

ATPtest

Byl popsan Sevinem v roce 1993 (20). Metoda je zaloZena na kvan-
titativnim méfeni AT P bioluminiscence s luciferazou-luciferinem.
AT P je pro zivé buiiky primarnim zdrojem energie a po smrti buii-
ky je rychle hydrolyzovan. Z bunék je extrahovano AT P a po pfi-
dani komplexu luciferazy-luciferinu je za pfitomnosti AT P emi-
tovano zafeni jehoZ intenzita je meéfena luminometrem.
Bioluminiscence mize hodnotit cytostaticky i cytotoxicky efekt
riznych latek.

Metoda byla pouzita pro hodnoceni 1ékové rezistence v kulturach
ovaridlniho karcinomu (5,21). Hodnotitelnych bylo 93 % explan-
tatt.

Histokultury

Vyse uvedené metody byly provadény v dvourozmérném uspo-
fadani a tedy v podminkach znaéné odli§nych od situace in vivo.
Pozornost se zaméfuje na in vitro hodnoceni 1ékové rezistence
v trojrozmérnych kulturdch s vyuzitim rGznych substratii, které
imituji extracelularni matrix. Z kultiva¢niho hlediska se zdaleka
nejednd o novou metodologii. Trojrozmérna kultivace a pojem
histokultura se objevuje jiz na pocatku stoleti, kdy Carrel (22)
popsal kultivaci fragmentu srdce 18 dni starého kufete s dlouho-
dobou proliferaci i plné funkéni aktivitou.

V50. letech Leighton (23) zdokonalil Carrelovy histokultury pou-
zitim jemné poréznich celulézovych houbicek jako substratu pro
explantované fragmenty tkdné. Tato technika umoziuje udrZovat
kulturu v jeji pfirozené architektuie a proliferaéni aktivité velmi
blizké fyziologickym podminkam.

Ptednosti kultivace fragmentl tkdné na podplrné matrix je nizsi
uplatnéni stresovych faktort, kterym jsou bunky vystaveny v pii-
padé klasické buné¢né explantace. Dusledkem téchto stresovych
faktorti, jejichz piikladem muze byt proteolytickd dezintegrace
bunék nebo eliminace fyziologickych bunéénych interakci, je zmé-
na bunééné kinetiky (napf. zménéné parametry Casu zdvojeni Ci
zmény v poméru cyklujicich versus necyklujicich bungk).
Nespornou vyhodou fragmentovych trojrozmérnych kultur pro stu-
die 1ékové rezistence je moZznost jejiho histologického zpracovani
a hodnoceni jemnych morfologickych zmén bunééného poskozeni
pomoci spektra modernich imunohistochemickych a molekularné
biologickych metodik. V soucasné dobé se jako optimalni matrix
pro trojrozmérné fragmentové primokultury vyuZzivaji Zelatinové
houbicky (The Upjohn Comp., Kalamazoo, M1, 49001, USA).
Podobné jako u monoceluldrnich kultur se i v histokulturdch pro
findlni hodnoceni efektu cytostatik vyuziva pfevazné M TT test.
Jinym pfistupem je autoradiograficka analyza syntézy DNA (6,
24). Z publikovanych praci povazujeme za vyznamné studie Furu-
kawy aspol. (14,25), které prokazuji 90% shodu rezistence in vit-
ro a in vivo, ale pouze 67% shodu v citlivosti. Autofi povazuji tyto
testy za spolehlivé pro vyfazeni mdlo ui¢innych nebo neucinnych
cytostatik, avSak bez prediktivni hodnoty stupné citlivosti in vivo.
Podobné vysledky dokumentuje prace autord Robins a spol. na
nadorech hlavy a krku (26).

Je zajimavé, ale z hlediska biologické dostupnosti testovanych
cytostatik i pochopitelné, Ze histokultury vykazuji vyssi stupen
rezistence ve srovndni s kulturami jednovrstevnymi nebo sus-
penznimi v nichZ cytostatika se dostanou do kontaktu s ,,nahou"
burnikou. V této souvislosti Miller a spol. (27, 28) v testech rezi-
stence na melphalan uvadi az 1000x vyssi rezistenci histokultury
ve srovndni s rezistenci jednovrstevné kultury. Upozornuje, Ze
riizné metodické piistupy nejsou srovnatelné a ze tkafiova archi-
tektura a ,,bunéény mikroenvironment" se vyznamné podileji na
vysledcich testti.

Svlij dlouhodoby vyvoj prodélala i kultivaéni média. Teprve
v poslednim desetileti jsou k dispozici média, kterd s komple-
mentaci riistovymi faktory zajistuji podminky blizké podminkdm
invivo.
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Neékteré problémy in vitro prediktivni chemoterapie

Jednou z opravnénych kritik modelu in vitro pro volbu individu-
alizované protinddorové 1é¢byje spornd reprezentativnost k real-
nym pomértim in vivo. V této souvislosti se nabizi nékolik dis-
kutovatelnych otdzek. Samotny proces piipravy monoceluldrni
suspenze z nadorové tkané a pfenos bunék ¢i tkanovych frag-
mentli do ne zcela fyziologického prostfedi, predstavuje streso-
vou situaci, které muze vyrazné ovlivnit bunéénou kinetiku, meta-
bolickou aktivitu a pomér cyklujicich a necyklujicich elementd.
Uvéazime-li, Ze v testech 1ékové rezistence se hodnoti efekt far-
maka po kratkodobé 24 a7 48 hodinové expozici a Ze fada z téch-
to latek je fazové specifickd, nelze vyloucit, Zze vysledek bude
ovlivnén poctem cyklujicich bunék, které v dobé kontaktu s cyto-
statikem projdou fazi buné¢ného cyklu v nizjeho aktivita domi-
nuje. Diskutovanou otdzkou je optimdlni interval pro pfidavani
farmak po pfeneseni bunék do in vitro podminek. Jak bezpro-
stfedni expozice po explantaci, tak i expozice po krat§i ¢i delsi
adaptacni fazi bunék maji sva pro i proti. Zastanci provedeni tes-
tu co nejdiive po zaloZeni primokultury argumentuji zachovanim
profilu bungk, ktery je relativné blizky situaci in vivo, kritici uva-
di, Ze vysledky jsou ovlivnény nefyziologickou manipulaci buné¢k
a arteficidlnim médiem. Sva pozitiva i negativa maji pfistupy
v nichZ populace bunék pfijde do kontaktu s cytostatikem az po
nékolikadenni adaptaci na podminky in vitro. Na jedné strané
jsou minimalizovany akutni stresové faktory, na strané druhé
vSak, ¢im delsi kultivace in vitro, tim vétsi riziko, Zze do kontak-
tu s cytostatikem ptichdzi selektovand, tj. nejadaptabilnéjsi popu-
lace bunék, genotypové i fenotypové zna¢né odli$nd od puvod-
niho nddoru.

Dal§im, neméné zdvaznym problémem je volba koncentraci tes-
tovanych latek. V Zddném ptipadé nelze ani aproximativné pie-
pocitavat davky pro in vitro testy z davek, které se vyuzivaji tera-
peuticky. U in vitro systému neni biologickd dostupnost 1éku
ovliviilovand vazbou na plasmatické bilkoviny, degradanimi, ¢i
aktiva¢nimi procesy, biologickym polo¢asem ani vaskularizaci
cilovych struktur. Chemoterapeutikum zde ptisobi na ,nahou"
buriku v koncentraci téméf identické s koncentraci pfidanou do
kultury. Obecné plati, Ze ¢im vice koncentraci v rozsahu ED -
ED,,, (effective dose) je pouZito, tim vétsi moZnost pfesnéjsi inter-
pretace vysledkd.

Orienta¢nim zdrojem pro vybér vhodnych koncentraci mohou byt
ktivky zdvislosti i¢ink( na davce v modelovych bunéénych lini-
ich. K diskutovanym problémim in vitro prediktivni terapie pat-
1jiz zminéné mozné ovlivnéni vysledki jejich nadmérnou kon-
taminaci normalnich diploidnich elementd. Tato kontaminace neni
kritickd pro klonovaci metody, ale u neklonovacich metod muize
hrét urcitou roli. Zasadni informaci o tom, zda pracujeme pievazné
s maligni populaci bunék a dojaké miry je tato kultura kontami-
novana normalnimi buiikkami, ndm muze podat imunocytoche-
mické analyza.

Na zdklad¢ naSich zkusenostije ziejmé, Ze zavéry o chemosensi-
tivité /chemorezistenci nddorti z pouhého poctu zivych a mrtvych
bunék in vitro jsou jen hrubym odhadem tcinnosti 1é¢iva, aniz by
braly v uvahu jemnéjsi bunétné zmény. SoucCasné poznatky
0 mechanismu u¢inku, rezistenci a repara¢nich procesech pted-
stavuji moZznost Iépe charakterizovat stupeni bunééného poskoze-
ni a rezistence. Pfinosem je hodnoceni aktivity M D R gend, cyk-
linu D, telomerdzy, hladiny onkoproteinu p53 a apoptozy, kterd
je povazovana za ,.end point" uCinku vétSiny protindadorovych che-
moterapeutik.

I pies fadu uvedenych problému lze souhlasit s pfiznivci hod-
noceni 1ékové rezistence in vitro v tom, 7e pfindsi informace,
které mohou byt ndpomocné ve volbé protinddorovych chemo-
terapeutik pro individudlniho pacienta a ze efektivni cytostati-
kum v in vitro testu bude s nékolikandsobné vyssi pravdépo-
dobnosti u¢innéjsi i in vivo nez cytostatikum bez ucinnosti v in
vitro podminkach. Je tfeba akceptovat i kritické néazory, které
pro posouzeni klinické validity tohoto vySetieni vyzaduji pro-
spektivni randomizované klinické studie v nichz by bylo moz-
né srovnat standardni terapii s volbou 1é¢by na zaklad¢ in vitro
testtl.

Podrobnéjsi informace je mozné ziskat na pracoviStich autord,
jejichz ptispévky jsou publikovany v tomto zvlastnim Cisle a na
klinice nemoci plicni a tuberkulézy FN Plzen. Ve Slovenské repub-
lice je metodika hodnoceni 1ékové rezistence nadord in vitro zave-
dena a vyuzivana v Ustavu farmakologie LF UPJS v KoSicich.
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PRISPEVEK BIOSTATISTIKY K STANDARDIZACI HODNOCENI TESTU
CHEMOREZISTENCE NADORU IN VITRO

CONTRIBUTION OF BIOSTATISTICS TO THE STANDARDIZED EVALUATION
OF TUMOR DRUG RESISTANCE TESTS
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Souhrn: Ze specifické role testli chemorezistence nadorti v prediktivni onkologii vyplyvé nutnost definovat jejich objektivni parame-
trické hodnoceni s dirazem najasnou biologickou interpretaci. U testli in vitro je tento ukol dominantné spjat s modelovym popisem
moznych odpovédi na cytostatika, tedy s analyzami a parametrizaci kfivek davka-odpovéd. Pi¥i zdkladni typologii kalibraéniho sou-
boru 46 bunéénych nadorovych linii testovanych na tc¢inek 28 cytostatik (MTT test) byly popsdny 3 modelové typy zdvislosti: sig-
moidni funkce, "hormesis" model s rozdilnym stupném stimulace v nizkych davkéach cytostatika a kiivky nestandardni s vice sestup-
nymi fizemi spojenymi s odliSnym mechanismem t¢inku ve vys$$ich koncentracich ldtky (5-fluorouracil, karboplatina, cisplatina).
Celkové spektrum krivek vSak bylo vice rozmanité v disledku interakei cytostatik s vlastnostmi a aktudlnim stavem testovanych linii.
Vysledny tvar kiivky Ize pouze Céaste¢né spojovat s mechanismem u¢inku aplikovanych cytostatik, do zna¢né miry jej také ovliviiuje
ptivod nadorového materidlu, rezistence, cytogenetické vlastnosti nebo aktudlni stav proliferace bunék (ptedev§im u latek ze skupiny
mitotickych jedd). Standardni analyza regresnimi modely je pak ¢asto limitovana netypickym tvarem zdvislosti nebo omezenym poétem
koncentraénich urovni testované latky. Prace dokldda vyuzitelnost rovnice medidnového u¢inku jako diagnostické techniky umoziu-
jicijednotnou parametrizaci vSech typi ziskanych ktivek a vedouci k odhadiim minimalni sady klinicky relevantnich parametri: hod-
not EC,Q, prahové koncentrace latky (nebo vhodného odhadu EC,, napt. EC ;) a podilu bun&k pfeZzivajicich i v nejvyssi koncentraci
cytostatika.

Kli¢ova slova: chemorezistence nddorti, M T T test, kiivky ddvka - odpovéd, statistickd analyza, medidnovy uéinek

Summary:

Specific role of drug resistance tests in the concept of predictive oncology determines the necessity of objective parametric outputs
with biologically clear interpretation. In the case of in vitro tests, the problem implies quantitative model description of dose response
curves and standardization of descriptors. Comparative evaluation of the calibration data set (46 cell lines tested factorially for the
effect of 28 different chemoterapeutic agents in MTT test) revealed 3 basic types of dose response relationships: sigmoidal curves,
hormesis model with response stimulation in low concentrations and complex curves consisting of two or more sigmoidal (or
hyperbolic) components that might be related to different mechanisms of influence (Carboplatin, Cisplatin, 5-Fluorouracil). Final
spectrum of obtained curves was however more diverse as a consequence of numerous types of interaction between drug mechanism
and properties of tumor cells. The dose-effect diversity could be only partially attributed to different mechanisms of influence, it
however appeared to be significantly associated with the heterogeneity of tumor cells, namely with the degree of resistance. Model
analyses performed on the calibration data set proved the median effect equation as an powerful diagnostic technique for uniform
analysis of all dose response patterns that occurred in drug resistance tests. A minimum, but clinically relevant set of parameters was

proposed to be routinely estimated from each curve: EC |

estimates, threshold concentration (or proper alternative as EC,, e.g. EC )

and fraction of cells surviving the highest applied concentration of examined compound.
Key words: tumor drug resistance, MTT test, dose response curves, statistical analysis, median effect equation

Uvod

Testy chemorezistence nddort in vitro piedstavuji jeden ze
zakladnich stavebnich kamen@ prediktivni onkologie jako obo-
ru zaméfeného na bioindikaci a pravdépodobnostni predikci
vyvoje ndadorovych onemocnéni pod vlivem chemoterapie
ajinych lécebnych procedur. In vitro testy hraji v celém procesu
velmi specifickou roli zaméfenou predevS§im na zvySeni Uspés-
nosti konkrétnich cykli chemoterapie nebo na optimalizaci uce-
lenych chemoterapeutickych rezimt. Piedstavime-li si v8ak slo-
zitost 1é¢by a rGzné cesty vyvoje onemocnéni v celé Skale
moznosti, je zfejmé, Ze funkéni zapojeni in vitro testti do celého
procesu je mozné pouze zaji$ténim pribézné zpétné konfronta-
ce s redlnymi klinickymi vysledky. Koncové body vyvoje nddo-
rového onemocnéni jako je pravdépodobnost relapsu ¢i Gmrti
mohou byt uspésné predikovany pouze pomoci modeld postihu-
jicich velmi heterogenni systém faktorii od klinickych charakte-
ristik pacienta, pfes molekuldrni parametry nddoru az po para-
metry lécebného procesu. Z této situace tedy pro oblast testl
chemorezistence vyplyvd nutnost definovat objektivni parame-
trické vystupy korelujici s redlnymi klinickymi daty a vedouci
kjasnym biologickym interpretacim. Tento tkolje dominantné
spjat s modelovym popisem moznych odpovédi na cytostatika,
tedy s analyzami a parametrizaci kfivek ddvka - odpovéd.
Hodnoceni zédvislosti ddvka-odpovéd neni specifikem experi-
mentdlni onkologie, ale zasahuje prakticky vSechny oblasti bio-
logického vyzkumu a piedstavuje téméf univerzalni pfirodovéd-
ny problém. Je logické, Ze nejintenzivnéji je tato problematika
rozvijena v ramci oborl toxikologie a ekotoxikologie, které z tes-
th toxicity a karcinogeneze odvozuji parametry biologické tdin-
nosti latek, Casto s legislativnimi a procedurdlnimi dtsledky pro
jejich pouziti (21,17). Jako hlavni sty¢né body s onkologickym
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vyzkumem lze kromé testd chemorezistence nddort in vitro vyme-
zit pfedevSim testy karcinogeneze a mutageneze rtiznych che-
mickych latek, jejichz hodnoceni kvalitativné zcela korespondu-
je s analyzami riistovych testd a testl toxicity (19). V oblasti testl
chemorezistence byly zaklady typologie kfivek ddvka - odpovéd
polozeny v pracich Skipper akol. (20) a Bruce a kol. (4). Shrnu-
ti navrzenych klasifikaci pfindSeji Goldie a Coldman (8).

Zékladnim cilem této praceje kriticky shrnout sou¢asné moznos-
ti analyzy a parametrizace kfivek davka - odpovéd s ohledem na
mozné aplikace v testech chemorezistence nadorti. Na zdkladé
analyz kalibra¢niho souboru 46 bunéénych nddorovych linii tes-
tovanych na ucinek 28 cytostatik (MTT) jsou dokumentovény
modelové typy zévislosti a je doporulen jednotny analyticky
postup vedouci ke klinicky relevantni parametrizaci testd.

MozZnosti parametrizace kiivek davka - odpovéd’ pomoci
regresnich modela

Experimentdlni posouzeni zdvislosti mezi ddvkou latky (latek)
a odpovédi biologického systémuje v soucasnosti rutinni soucasti
toxikologickych hodnoceni. Pro standardni testy toxicity bylo
mozné vypracovat jednoznacné postupy analyzy dat vedouci
k parametrickym a statisticky verifikovatelnym vystupiim. Zésad-
nimi ptistupy k hodnocenije prosté srovnani vlivujednotlivych
koncentraci plsobici latky s kontrolou nebo komplexni modelo-
vé analyzy kiivky ddvka - odpovéd. JelikoZ typicky experiment
zahrnuje kontrolu a ur¢ity pocet testovanych koncentraci v néko-
lika opakovanich, mohou byt pro aktudlni data téméf vzdy vyu-
Zity oba postupy.

Jako standardni a vSeobecné pfijaty vystup z modelovych analyz
byla navrzena hodnota EC ("effective concentration") - koncent-
race latky vyjadiujici relativni miru d¢inku vzhledem ke kontrole.



Obréazek 1 - Nelinearni regresni modely navrZené jako standard pro ana-
lyzu kfivek divka—odpovid v testech toxicity (OECD, 1996, Welp, 1997).
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Ekvivalenty k efektivni koncentraci jsou ED - efektivni ddvka,
LC - letalni koncentrace, L D, - letdIni ddvka. Pro zdvislosti vyka-
zujici riizny stupeti rezistence biologického systému vici nizkym
az stfednim koncentracim byly zavedeny rtzné odhady prahové
koncentrace latky, mezi které patii i v ekotoxikologii nejcastéji uzi-
vany odhad N O EC (,,No Observable Effect Concentration").

Vyvoj parametrizace kiivek davka - odpovéd v environmentalni
legislativé a vyzkumu nebyl pfimocary a v soucasnosti stale pfed-
stavuje vazné téma statistickych praci a ndvrhti normativ (17). Pro
cely proces je charakteristicky odklon od statistickych indikéto-
ri vyznamnosti bez jasné biologické interpretace, tedy napiiklad
od testl srovnavajicich ti¢inek jednotlivych koncentraci latky mezi
sebou. Je akcentovana nutnost respektovat tvar zdvislosti davka -
odpovéd, kterd Casto odrdzi mechanismus ucinku testované latky
(11,12,16). V legislativé tykajici se nebezpe¢nosti chemickych
latek se prosadil systém komplexniho testovani funkénich zdvis-

losti s ndslednym hodnocenim parametrt typu EC . Hlavni vyho-
dy tohoto standardu - tedy podchyceni typti kiivek a validovatel-
ny odhad jasné interpretevatelnych parametri - jsou zobecnitel-
né pro jakoukoli védni disciplinu.

Hodnoty E C Ize odhadnout na zékladé vhodné volenych regres-
nich modeld vyhovujicich typu analyzované funkce. Normativni
doporuc¢eni publikované radou experti O ECD pro oblast testti
toxicity chemickych latek (17) a déle shrnuté v praci Welpa (22)
je zobrazeno na Obrazku 1. Doporu¢ené modely jsou vyuzitelné
pro nejbéznéji se vyskytujici typy zdvislosti: sigmoidni kiivku
(Obr. 1a), sigmoidni az hyperbolickou zévislost spojenou s odha-
dem prahové koncentrace (Obr. 1b) a tzv. Hormesis model jako
model vystihujici pozitivni stimulaci biologického systému niz-
kymi koncentracemi testované latky (Obr. Ic).

Aplikaci regresnich modelhi komplikuje heterogenita typi k¥i-
vek davka - odpovéd’

Vyse uvedend standardni doporuceni a typy regresnich modeld
jsou plné zobecnitelné pouze pro rutinizované laboratorni testy
s biologickym materidlem v reprodukovatelné kvalité. Pii hod-
noceni neznamého problému (nové latky, smési latek, testy in
vivo) by mél byt preferovan postup dovolujici spise flexibilni vol-
bu analytické metody. V mnoha ptirodovédnych oborech véetné
experimentalni onkologie tedy dochdzi k pokustim o interpreto-
vatelnou klasifikaci moznych typti odpovédi biologickych systé-
mi, coz zpétné ovliviiuje vyvoj analyzy dat (napf. 1,8,2). Ptiklad
schematického popisu a obecné klasifikace kiivek ddvka - odpo-
véd, aplikovatelny i na testy chemorezistence nddord, je uveden
v Tabulce 1.

Rozmanitost kfivek davka-odpovéd’ znaéné komplikuje standar-
dizaci kone¢ného poétu regresnich modeld. Komplikované tvary
realnych zévislosti vedou Casto ke kompromisnim tipravam jako
jsou transformace ptivodnich dat, zavadéni novych parametrii do
regresnich rovnic nebo matematické modifikace béznych regres-
nich postupti (napf. 18). Ziskané vystupy pak nejsou vzdjemné
srovnatelné a postradaji biologickou interpretaci. U netypickych
nebo komplikovanych zavislosti je ddle znacné problematicka
znalost konvenénich regresnich koeficientd (Obr. 1) zatizenych
variabilitou odhadu v dusledku kompromisniho proloZeni mode-
lu do experimentalnich dat. Pfesnost a spolehlivost itera¢nich
metod nelinedrni regrese miize byt déle limitovdina omezenym
poctem testovanych koncentraci.

Jednotna parametrizace kiivek davka - odpovéd’ pomoci rov-
nice mediinového ucinku

Rovnice medidnového u¢inku a s ni souvisejici diagnostické tech-
niky ptedstavujijednoduchou alternativu nelinedrnich regresnich
modelld (14). Rovnice vyjadiuje funkéni vztah podilu (frakce)
zasazenych (F;) a nezasazenych (F,) Casti biologického systému
ke koncentracim aplikované latky (C) normalizovanych hodno-
tou EC,,:

F,/F,=(C/EC,)"

Koeficient m je predmétem odhadu ("koeficient Hillova typu";
15) a vyjadiuje stupenn sigmoidity analyzované kfivky. Hodnoty
m = 1 indikuji hyperbolicky tvar, hodnoty m > 1 vyjadiuji ros-
touci sigmoiditu a hodnoty m < 1 jsou v literatufe citovany spise
vzacné, napiiklad jako indikace negativnich vazeb mezi latkou
a receptory alosterickych systému.

Rovnice 1 slouzi po logaritmické transformaci jako efektivni
nastroj odhadu hodnot E C,; (v¢éetné S.E.) jednoduchou rovnici
regresni primKy:

[Rovnice 1]

log (F,/F,) =m.log(C) - m.log(EC,) [Rovnice 2]
Pti F,=F_=0,5ziskime odhad E C,  jako
m.[log(C)]/m =log(EC,,) [Rovnice 3]

JelikoZ je defini¢né déno F, + F = 1, pak Ize rovnici 1 pfevést do
nasledujicich tvar(,

F,= 1/I1 + (EC,,/O)]" [Rovnice 4]
C=EC,,[F,/(- F,)]1/m [Rovnice 5]

které mohou byt uzite¢né pro dil¢i modelové odhady z kiivky dav-
ka - odpovéd. Predev§im rovnice [5] je i¢innym néstrojem pro
odhad jakychkoli hodnot E C, na zdklad€ znalosti E C, , a expo-
nentu m.
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Kategorlzace aphkovanych koncentraci la_tky' B - bazilni davka N -nizkd davka V- vysoka davka S - saturovand divka

- l : _ _
Typl

TLVIL LYP RIVAY UAYAA — UUPUYOU, TIULILICOLY HIVUCL INIZAC UGVAY LZPUSUUUJL puLiuyil

ti¢inek (stimulaci), vy$3i davky pak 6¢inek negativni, vysoké dévky, stejné jako saturo-

—————— P ey

/\ ' van4 davka zplsobuji inhibici ur¢itého rozsahu. V- ekotoxikologii a toxikologii Lze kfiv-
N\ organismu, vysoké d4vky naopak inhibuji. Systém se tedy na toxickou l4tku neadaptuje.
B N V §
Ton Tl
Druhy typ kfivky je podobny typu I Je viak zfejmé, Ze inhibice ve vy$¥ich ddvkéch neni
A \ tak silnd jako u typu L. Toxikologickd interpretace uvaZuje o mirném ptizplsobeni orga-
B N V §
X J ‘l puesy

Tieti typ kfivky. Pozitivni ovlivnéni v nizkych i vysokych dévkéch. Pokud posuzuje-

r{ zaznamenava toxicky iinek aZ pii saturované (nejvy¥¥i) davee. RovnéZ oviem mitze
jit o $patn€ zvoleny design testu - tedy volbu pfili§ nizkych koncentraci toxické latky.

B N V §
TypIV
oxicihi. T Se zacind projevovat az ph vyséich koncentracich. Nejeastajsi fyp Kivky v
ekotoxikologickych a toxikologickych studiich. Z ¢4sti kfivky mezi Na V Ize odhad-
Bt ngg;LE,C“_aygﬁi;,Lak miru toxicitv sledované 1atkv vétSinou standardné donoruCovanvch

TypV
Paty typ kfivky davka - odpovéd Tato kiivka charakterizuje reakci velmi malo citlivé-
ho biologického systému,

m____ <IT

Sesty typ kfivky. Toxicka litka nezpﬁsbbuje toxicky efektv nizkych davkach. Ve vyso-
kych daykdch naopak znisobuje stimulaci (pozitivni efekt) nasledovany inhibicnim efek-
1¢inné latky.

1yp YU

Sedmy typ kiivky davka - odpovéd. Litka zplisobuie toxicky efekt jiZ v nizkych ddv-
kacf ptili§ vysoké ddvky. V oblasti niZ3ich ddvek miZe dochdzet ke stimulaci nebo
nemusi byt zaznamendn Z4dny toxicky efekt. Oblast mezi B a N v&tSinou vyZaduje apli-

Trant wrfan banasntunXalah Aunrmd tantasrnad 144
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A. Identifikace testovanych bunéénich linii

LR T Y

v oo

LR Y 2

DU 145 Karcinom prostaty ( metastéza) HL 60S Promyelocytdrni leukémie
AS4nsiru 166 po Gansplantaci nahym mySim McEy“ Karcinom prea (R 55 3wild)
NCIN417 Malobuné&ny karcinom plic 0OV 1063 Karcinom ovéria
Cole Wild TYP Karcinom kolorekta (p53v'vi1d type) BTS9" Karcinom ptsu (pggmuii
CACO2 Karcinom kolorekta NCIN§7 Karcinom Zaludku
Cole Mut Karcinom kolorekta (pS3mut) SKOV3 Karcinom ovéria
P33l Fibroblasty (bez p53) 08473 Karcinom pankreaty
CEM T-lymfoblastick4 leukemie SKNASINSITU TotéZ po transplantaci nahym mygim
HT 29 Karcinom kolorekta K 562 Myeloidni leukémie
naval LHIVILALLLUY AIIT AULAULIUL Y LY VR L0 1 AV LLWLLIEUY
NCIH 358 Bronchioloalveolarni karcinom plic U208 Osteosarkom
NCIH#0 ivsiv  Yolsr hoansotantinr mnlin mysim BRVEE MR metanom
g5::13 Karcinom pankreatu SKNMC Neuroepiteliom
NCIH 520 Diafdicobunéény karcinom plic L3 " Hodgkiniv [ymfom (EBV-)
NCI H 522 Adenokarcinom plic L428H2 Hodgkindv lymfom (EBV-, preB)
HY Lymfom z T bungk - LOVO Karcinom kolorekta
B. Plehled testovanych cytostatik
T¥ida l4tal (Cvinctatilum Trida latel Mvtactatikum
Kortikoidy (steroidni hormony) Prednizon Antibiotika s radiomimetickym
Dexamethazon idinkem Actinomycin D
Antimetabolity Fludarabin Doxorubicin
Leustatin (kladribin) o _
Gemc1tab1n o s interkala¢nim mechanismem
; ti¢inku Mitoxantron
Fluorouracil
1lIVE AL J . vpa—
Vepesid
Mitotické jedy - antimitotika  Vinkristin _r Cos
ARVIN AW IR ITE ) “c]nku (denvaty
Taxol (paclitaxel) imidazolkarboxamidu) Dakarbazin
Taxater (dncetaxel Lo
Derivity platiny C1s-P1at1nq Jiné A2.16 - Bohemin
Carbo-Platina bt s
Antibiotika s alkylaénim Kyselina beta keto betulinovd
mechanismem ii¢inku Mitomycin C LA-12

V3echny latky byly testovany na vech bunéCnych linich v kompletmm
kaZdého experimentu a v dubletu.

Rovnice medidnového dcinku je zobecnénim béZn€ uZivanych kine-
tlckych Tovnic (Mlchaehs-Mentenové H1110vy, Langmmrova

ce). Rovnice a odvozené diagnostické grafy phmkove zavislosti
rovmce [2] vedouci k odhadu m) umoiﬂup umformm analyzu §iro-

parameéti & bez ohledil na Konkretal méchanismius inhibice (14).
Technika byla iispé$né validovana u vicesubstratovych enzymatic-
bisiogiekyen spstenilnL ST DART Cst @is piace aoktitrendlfe foz:
nosti jejtho vyuZiti pii h({dnoceni testh chemorezistence nadord.
1LY CHCHIUTCZISICHLC HAUUTU 111 YIUY = dlidly 2d realiyull udl
Kalibraéni soubor dat

Prehlednidnroyvch it wktsrich hvla.aolikavatginost rovy:

aktorialnim uspofadani 12 koncentraci pfi 4 - 6 nezdvislych opakovanich

mi cytostatiky, je uveden v tabulce 2. Pro prezentaci V)"sledku
bylo vybrano 5 reprezentativaich bunéenych linii rzného pivo-

MEL- 1, SK ES, CEM, RAMOS). Analyzované data jsou vysied-
kem MTT testu, jehoZ podstatou je stanoveni Zivotnosti

nédorovycli [&eiv . Finalng sé stanioviije koncertrace cytostatika
smrtici 50% bunék (9).

Lakladmi typy krivek davka — odpoved, viv cytostatika a viast-
nosti nddorového materidlu

Bio arpaptorelogii kit by 2avseldm bl Rim ashag:
moidn tvar, kiivky typu “hormesis” mode! s rozdilnym stupném
stimulace.y,nizkych.davkach.cytastatika.a kiivky aegjandardni
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Obrizek 2 - Zikladni typy kiivek divka — odpovédi nalezené v

na obrézku json modelové priklady zévislosti ziskanych na liniich CEM a A 549).

vedenych testech chemoresistence in vitro (46 bun&énych linii / 28 cylostaﬁk, data

Koncentrace (ug.ml-C; log m&fitko)

A. Sigmoidni kiivka .
L2 fPrikiad: Topotecan/

0,0 HOS— y . .
1,01 1 10000 1000000

. Vicendzobnd kifivka divka - sdpovid®

14 1 /Ptikiad: 5 - Fluorouracil/
1,2 1

1.0 1

Relativni Cetnost predivajicich bungk

0,8 1
0,6 -
0.4 1
8,2 4

0,0 .
0.0 3

" B. Hormesls model

fPiiklad: IS8/

06 -
0.4
82
00 — — ; -
4,000 0,01 1 10000

D. Vicenisobna kifivka ddvka - adpovéd

141 /Peiklad: Carboplatina/

1,2 4
5O 4

0,0 LA T T cam |
0,01 1 160 10000 - 1406000

Kone¢ny tvar sigmoidni kiivky je nutno vnimat jako vysledek
interakce mechanismu uc¢inku cytostatika a stupné (pfipadné typu)
rezistence testovaného nddorového materidlu. Tato interakce se
projevuje snizenou ucinnosti nizkych az stfednich koncentraci
(tzv. ,,shoulder of the curve") nebo uréitym podilem bunék rezi-
stentnich i vii¢i nejvyssi aplikované koncentraci latky. Typ modi-
fikace kiivky lze pouze Caste¢né spojovat s konkrétnim mecha-
nismem ucinku latky, do zna¢né miry jej také ovliviiuje
heterogenita nddorového materidlu (vyskyt frakci rizné rezi-
stentnich bunék) nebo ptimo piivod a genetickd konstituce nado-
rové linie. Zdsadni vliv stupné rezistence nadorového materidlu
na modifikace funkéni zdvislosti ddvka - odpovéd publikovali také
GoldieaLing (7). Ruzné typy modifikaci jsou pro S modelovych
linii dokumentovdny na obrazku 3.

Piikladem silné rezistence vétSiny modelovych linii vii¢i nizkym
az sttednim ddvkdm cytostatika mize byt u¢inek Prednisonu nebo
obecné kortikoid (obdobné piisobi u vétsiny linii také Mitoxan-
tron), ktery vede az k zdvislosti typu Hormesis model (Obr. 3b).
Obdobné "jednotny" rys ma reakce vétSiny linii na Actinomycin
D, kde je vSak na rozdil od Prednisonu patrnd vysoka citlivosti
odrdzejici se v hyperbolickém tvaru zédvislosti. Reakce na Cyto-
sinarabinosid (reprezentativni obraz ¢inku antimetaboliti) je
jistym primérem obou dosud popsanych typl a k vyznamnému
rozliSeni linii je nezbytna znalost podilu bunék s absolutni resi-
stenci vici nejvyssi aplikované koncentraci. Posledni dokumen-
tovany typ - u¢inek Vinkristinu - nejvice rozli$il testované linie,
a tojak v nizkych, tak i vysokych koncentracich. Vysoka hetero-
genita odpovédije typickd i pro ostatni testované latky ze skupi-
ny antimitotik a indikuje vyznamny vliv vlastnosti nebo aktudl-
niho stavu proliferace bunék v nddorovém materidlu.

Urcitéa tendence k tzv. Hormesis modelu - tedy stimulace systé-
mu v nizkych koncentracich latky je zfetelnd u celé fady cytosta-
tik, avSak nejcastéji se vyskytuje u cytostatik i¢innych az ve vys-
Sichkoncentracich (kortikoidy, Mitoxantron, kyselinabetulinovéa
a kyselina beta keto betulinovd) (Obr. 2). Statistickd vyznamnost
téchto zavislosti umoZiiujejejich analyzu regresnim modelem pro

26 KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTNI CISLO 2/2000

ziskani prahové koncentrace latek (Obr Ic). A¢koli mira projevu
stimulace v nizkych ddvkachje ujmenovanych cytostatik ¢astec-
né ovlivnéna designem testi (piedev§im poltem koncentraci tes-
tovanych pod prahovou urovni ldtky), samotnd piitomnost toho-
to typu zdvislosti mize byt vyznamnym projevem urcitého
mechanismu u¢inku (6).

Vyskyt kiivek s vicendsobnym pribéhem je typicky pro ucinek
karboplatiny, cis-platiny a 5-fluorouracilu (Obr. 2). Tentojev lze

Tabulka 3. Minimélni doporucend sada parametrii a jejich ptispévek
k rozliseni modelovych typt kiivek davka-odpovéd

% bunék piezi-

Analyza rovnici vajicich nejvyssi

Latka Linie medidnového tcinku' koncentraci
— iltostanka
m EC,, EC,, (2000pgrml-")
Vinkristin A 549 0,371 1400  38.10- 248
SKMEL10914 - 59.10° 62,9
SK ES 0268 0017 47104 19,2
CEM 0,791 0,012 74,10 41
RAMOS 1% 0,005 1,6.10-° 13,5
Cytosin A 549 0,553 9,030  1/7.10- 20,5
arabinosid SKMELI1 - - 7,1.10° 56,8
SK ES 0,515 569  79.10- 19,8
CEM 0661 0553  19.10- 32
RAMOS 0477 2,512 2,5.10-° 31,7
Actinomycin-D A 549 0,65 0,224  7,9.10- 47
SK MEL 0952 1,250 1,2.10" 128
SK ES 0,374 0,106 2,9.10" 12
CEM 0,269 1,410" - 2,1
RAMOS 0216 0,028  1,1.10° 10,6

' Parametr m pfedstavuje odhad sklonu diagnostickych ptimek ziskany na
zdkladé rovnice [2].

Odhady hodnot E Cx byly realizovany pomoci rovnic [3] a [5] a jsou uve-
deny v pg.ml™.



Obrizek 3- Viiv vybranych cytostatik s rhzn¥m mechanismem finku na pét bunénych linii lisicich se pivodem a stupném rezistence (body jsou

priimérem ze 4 nezavislych opakovani} Koncentrace (pg.ml; log métitke)
124 A VINKRISTIN B. PREDNISON
. 14
10 - 121x
04 mip
0.8 -
0,6
0.6
% 0 04 4
2
s 62q 0.2
2
g b ' u’{‘:tml :1_1 T u.m ' me'm mm'mu
E 0.0001 oM ! 100 10000 ’ o
& .
Z .
= 14 1 D ACTINOMYCIN D
:3 A d
| 124 12
=]
ﬁ 1,0 1,0
03 03 4
06 06 -
e i 0,4
0,2 1 4,2 4
o » 00
0,0004 001 t 90 10000 6001 08 ol 1 19 160 1000 18000
®AS49 ASKMEL = O CEM A RAMOS X SKES

u nékterych cytostatik pfifadit ndstupu odliSného mechanismu  dokumentuje vystupy diagnostickych diagrami, které vedou k pfi-
ucinku ve vysSich koncentracich latky. Naptiklad derivaty plati- mému odhadu koeficientu m (rovnice [2]) metodou linedrni regre-
ny maji ve vys$$ich koncentracich ticinek D N A alkyla¢ni, zatim-  se. Linearitu diagnostickych grafu 1ze povaZovat za diikaz platnosti
co v nizkych koncentracich vyznamné inhibuji telomerdzovou  rovnice pro analyzované typy kfivek (15). U problematickych sig-
aktivitu (5). Podobné je tomu i v piipadé 5-fluorouracilu, kde tato moidnich odpovédi riizné rezistentnich linii Ize linearity dosdéhnout
latka je na strané jedné znamym inhibitorem thymidylatsyntetd-  vypusténim té ¢asti kfivky, kde cytostatikum jesté nepisobi
zy a na strané druhé vykazuje podobné jako derivéty platiny inhi- "shoulder" - nizké koncentrace) nebo kde jiz dale neovliviiuje
bi¢ni aktvitu na enzymovy komplex telomerdzy (10). V dalsich  neodpovidajici nebo rezistentni butiky (vysoké koncentrace). Kiiv-
studiich se pokusime prokézat, zda se jednd o ndhodnou koinci-  ky typu Hormesis model 1ze analyzovat vypusténim oblasti sti-
denci dvou faktorti, nebo o kauzalni vztah. Vicenasobny pribéh  mulace v nizkych koncentracich cytostatika a k¥ivky s vicendsob-
kiivek vazany na urcitou latku odliSuje testy chemorezistence  nym pribéhem oddélenou analyzou jednotlivych ¢asti.
nddori od klasické toxikologie, kde je takovy tvar kiivek spiSe =~ Metoda vedla velmi efektivné k odhadu hodnot EC ;, (rovnice [3])
vzacny (21,19). Obdobny typ kiivek byva popisovén spiSe v epi- a jakychkoli hodnot ECx (rovnice [5]), pokud jich ve svém ucin-
demiologickych studiich jako ndhld zména zdvislosti mezi chro- ku dand latka dosahovala. Vyssi sklon piimek v diagnostickych
nickou expozici ddvce a rizikem nemoci v okamziku, kdy se dav-  grafech indikuje vyssi stupen sigmoidity (Obr. 4a, c), paralelni
ka dostane k nezndmé prahové hodnoté nékdy nazyvané  pribéh pfimek je dikazem kvalitativné stejného typu zavislosti
,change-point" - bod zlomu. odstupiiovaného pouze stupném rezistence (Obr. 4b). Analyza
Ackoli kiivky se sigmoidnim pribéhem v souboru jednozna¢né pie- opét potvrdila, Ze heterogenita tvart kfivek davka - odpovéd u tes-
vazuji, v klasické podobé (hodnotitelné standardnim regresnim  t chemorezistence neni dana pouze mechanismem t¢inku piso-
modelem -17; Obr. 1a) se vyskytuji pouze u nékterych mitotickych bicich latek, ale také mirou a typem rezistence nadorovych bunék
jedl nebo antimetabolitti. U silné rezistentnich linii (naptf. melanom (srov. Obr. 3,4). Z tohoto diivodu neni mozné klinicky relevant-
SK MEL) dochdzi k modifikacim sigmoidy do podoby nehodnoti- ni parametrizaci zaloZit pouze na odhadovanych hodnotdchEC ,
telné béznou regresi. Rovnéz analyza kiivek typu Hormesis mode- nebo na libovolném vybéru vétsiho mnozstvi hodnot ECx. Mini-
lovou regresi (Obr. Ic) je zdvisld na charakteru konkrétni zdvislos- malni sada parametrti (realizovatelnd i v piipadé testovani 6-8
ti a je otdzkou zda vystup z modelové rovnice poskytne klinicky koncentraci) musi zahrnovat odhad E C, | ddle daj o prahové kon-
relevantni parametry. Vicenasobné ktivky ddvka - odpovéd' nejsou  centraci latky, ktery mtize byt nahrazen vhodnym odhadem E Cx
béznymi regresnimi postupy analyzovatelné a jejich modelova ana- (nazde prezentovanych datech byl jako optimum zvolen parametr
lyza (napt. dvousegmentovou logistickou regresi -18) neposkytne ~ EC,,), a ddle odhad podilu bunék ptezivajicich i nejvyssi apliko-
klinicky j asné interprete vatelné parametry. vanou koncentraci dané  latky.

Tabulka 3 sumarizuje minimalni parametricky zdznam pro mode-
Modelovd analyza kiivek MTT pomoci rovnice medidnového love typy cytostatik a buné¢né linie s vysledkem potvrzujicim
lcinku zavéry primarnich analyz (srov. Obr. 3). Jednotlivé skupiny cyto-
Rovnice medidnového u¢inku predstavuje velmi efektivni meto-  statik jsou ve svém ti¢inku riizné ovlivitovany vlastnostmi a gene-
du jednotné analyzy vSech pozorovanych typt kiivek. Obrazek 4  tickou konstituci testovanych linii a zddny z navrzenych parametra
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Obrizek 4 - Ukdzka rozliSovacich schopnosti diagnostickych grafd vychdzejicichz rovnice mediinového 6&inku. A. RozliSeni kfivek s riznym stup-
ném sigmoidity, B. Kvalitativn€ siejny fyp zivislosti 3 rliiznou mirou rezistence, C. Rozdilné typy zavislosti.
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neni schopen samostatné popsat vSechny existujici zavislosti. U¢i-
nek mitotickychjed (zastoupeny Vinkristinem) nejvice zavisi na
vlastnostech nebo aktudlnim stavu bunék testované linie. Kon-
krétné Vinkristin jako ldtka pasobici primarné na formovéani mito-
tického apardtu muze selektovat buiiky, které nejsou aktudlné ve
stavu mitézy (8). Tento jev se v analyzach projevuje vyraznym
rozliSenim vzorkd hodnotami E C |, i ti¢innosti nejvysSich kon-
centraci, samozfejmé s logickym dopadem na hodnoty EC, .
Reakce vybranych linii na Cytosinarabinosid a Actinomycin D je
kvalitativné podobnd s rtizné intenzivnim rozliSenim v oblasti niz-
kych nebo vysokych koncentraci (Obr. 3, Tab. 3).

Zavér - vyhody a specifika techniky medidanového ucinku
Modelové analyza Sirokého spektra typt kiivek umoziuje kon-
statovat, Ze rovnice medidnového ucinkuje plné pouzitelnou tech-
nikou pro rutinni parametrizaci v8ech typu kiivek davka - odpo-
véd vyskytujicich se v testech chemorezistence nadort.
Jednozna¢né hlavni vyhodou doporucené techniky je piimocary
odhad vybranych hodnot E Cx zaloZeny pouze na realizaci rovni-
ce regresni piimky a umoziujici zpétnou grafickou kontrolu.
Dal§im nespornym argumentem ve prospéch techniky medidno-
vého ucinku je nezdvislost hodnoceni konkrétnich dat na mecha-
nismu u¢inku testovanych latek - zaméieni analyzy pouze na cilo-
vou ¢ast kiivky spliuje pozadavky na jednoduchost analyzy. Toto
hodnoceni 1ze ov§em kdykoli doplnit regresnim modelem vyho-
vujicim existujicimu vztahu. Rovnice medidnového ti¢inkuje vyu-
Zitelnd i pro kfivky s men$im mnoZzstvim testovanych koncentra-
ci, kde je exaktni proloZeni regresnich zavislosti problematické -
tedy pro rutinni hodnoceni testt redlnych nddorovych vzorki, ¢as-
to limitovanych mnoZzstvim biologického materialu.
Jednoduchost diagnostickych grafu vykreslujicich pfimkovou
zavislost log (F,/F ) nalogaritmu koncentraci Ize vyuzit pro kom-
parativni hodnoceni vét§tho mnozstvi kiivek. Rostouci hodnota
sklonu pfimek (parametr m) urcuje stupen sigmoidity zavislosti
a slouzi k ptimému odhadu pIného spektra hodnot ECx (jsou - 1i
danou latkou dosazeny). Zvlastnosti dat z testii chemorezistence
ve srovnam s literaturou (14,15) je ¢asty vyskyt hodnot m < 1, kte-
ry lze vysvétlit heterogenitou testovaného nddorového materidlu.
Sigmoidni nebo hyperbolické pribéhy vétsiny kiivek analyzova-
nych pro tuto studii ndhle v urcité koncentraci cytostatika kon¢i
a vymezuji tak pouze reakci té ¢asti bunééné populace, ktera je na
latku aktudlné citliva (i méné nez 60 - 50 % bunék, Tab. 3). Ana-
lyza relativné malého useku osy Y (podil piezivajicich bunék) tak
objektivné nedava dostate¢ny prostor pro hodnotu sklonu m vys-
§i nez 1. Kdekoli je §kdla ti¢inku testované latky dostatecné Siro-
ké, hodnoty m se blizi 1 nebo tuto hranici vyznamné pfevysSuji
a indikuji tak hyperbolickou az sigmoidni zavislost (napf. linie
RAMOS pod vlivem Vinkristinu, Obr. 3, Tab. 3). Prokazatelna
heterogenita rezistence bunék v testovanych vzorcich byla hlav-
nim divodem k zafazen{ odhadii E C,  a podilu bunék ptezivaji-
cich nejvyssi koncentraci latky do minimalni parametrické sady.
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SOFTWARE CHEMOREZIST (VERZE 10) - KOMPLEXN{ NASTROJ PRO ANALYZU DAT
A MANAGEMENT TESTU CHEMOREZISTENCE NADORU

SOFTWARE CHEMORESIST VERSION 10 - A COMPLEX TOOL FOR DATA ANALYSIS
AND MANAGEMENT OF TUMOUR DRUG RESISTANCE TESTING

B. REGNER', L. DUSEK'-* a M. HAJDUCH® , ,
- CENTRUM INFORMATIKY AANALYZ, UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM, LEMU, BRNO
, RECETOX, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, MU, BRNO

LABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY, FN UP, 0LOMOUC

Souhrn: Préce predstavuje koncepci a zdkladni strukturu programu Chemoresist (verze 1.0) vyvinutého pro rutinni i védeckou analy-
zu dat z testti Iékové rezistence nadorti. Zakladni motivaci pro tvorbu softwaru ,,na miru" v této oblasti je potieba automatizace prace
s daty a standardizace parametrickych vystupti pro dalsi rozhodovaci proces.

Klicova slova: chemorezistence nadort, kiivky davka - odpovéd,, analyticky software, management dat

Summary: The paper is aimed as introductory description of software Chemoresist (version 1.0) as a tool for routine management and
scientific analysis of data from tumor drug resistance testing. The development was predominantly initiated by requirement of auto-
matic data processing and standardization of parametric outputs for further decision process.

Key words: tumor drug resistance, dose response curves, analytical software, data management

ilvod zovou archivaci dalsich charakteristik vzorku zajisti vzdjemnou
Program Chemorezist byl vytvoien na zdkladé praktickych zku-  srovnatelnost riznych pokusii a umozni zpétnou dostupnost
Senosti s testy chemorezistence nadorovych bunéénych Unii i redl- vysledkl pro korelaéni analyzy s klinickymi nebo jinymi daty.
nych vzorki nadord jako databdzové orientovany néstroj zajistu-

jici analytické postupy, grafické vystupy a archivaci dat. Ve verzi Zakladni struktura programu

1.0 jsou k dispozici moduldrné uspoiddané funkce v rozsahu umoz- Software je orientovan jednak na analyzu bunéénych linii v riiz-
fujicim plnohodnotné zapojeni software do procesu rutinniho tes- nych pokusnych uspofadanich (flexibilni, vyzkumna ¢ast) a jed-
tovani velkého mnozstvi vzorkii. Rozmanitost odpovédi nddori  nak na hodnoceni redlnych vzorkl naddorové tkané od pacienti
na vliv riznych cytostatik a nezanedbatelnd variabilita vystupli  (vice standardizovand ¢ést). Datové vstupy i edita¢ni modul je pii-
pii testovani redlnych nddorovych vzorkd ¢ini z analyzy dat kri-  zpisoben testovani vzorki na definovanych panelech s cytostati-
ticky prvek celého systému testovani, jehoZ chybovost miZe zne- ky. Na kazdém panelu je mozné testovat 96 vzorkt v 8 faddch, 12
hodnotit celé predchozi tsili. Zakladni motivaci pro tvorbu soft-  sloupcich. Panel je rozdélen na ,,blank" oblasti, ,,control" oblasti
ware "namiru" je tedy automatizace prace s daty a standardizace obsahujicivodu s buiikami a ,,data" oblasti, kde jsou k testova-
parametrickych vystupl. Tyto funkce spojené s on-line databd- nym burikdm pfidavany rizné vysoké koncentrace cytostatik.

Ukazky nékterych funkci programu: Tlac¢itkem Addje mozné pfidat Pfidani ¢i vybér linie/pacienta.
nové pokusy, pies Select Existujici zdznamy je mozné

Zdkladni pole pro vstup dat a management
panelii vybirat jiz existujici. vyhledavat na zékladé ID,

£C o bo camputed: 50

EC 0.5 b Sene o7 31 8835
EC G5 for Serie ot 331338

Pii vybéru linie/pacienta se automaticky Ph vykresleni grafu se vypotitail hodnoty
“zobrazi k nim pfistudejici panely, které EC.
jiz byly nadteny. Je moZné nadist nové
panety z primamich soubord.
Tabulka vypotitanych hodnot. Zaznam

ORIGINAL se vyival automaticky pii
nadteni panelu a nesmi se modifikovat. Pro
modifikace je moZné phidat kopie.
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Zadan€ hodnoty absorbance z ,.data” oblasti se po transformaci
za pouZiti prim&rmych hodnot z ,.blank“ a ,,control* oblasti auto-
maticky hodnoti smérem ke standardnim vystuptim.

Z konceptniho hlediska ma program dvé& zakladni, vzajemng pro-
pojené, funkce. Prvni je funkce databazova poskytujici nastroje
pro nacitani dat a jejich uchovani ve vhodné struktuie. Tato &ast
programu slouZi v podstaté jako kartotéka vzorki s moZnosti libo-
volné rozSifovat mnoZstvi zdznami i jejich parametricky obsah.
Druh4 ¢ast programu slouZi k manipulaci s daty, jejich kontrole,
editaci, zviditeln€ni a analyze. :

Jednotlivé funkce programu jsou modularng uspotadany, coZ zajis-

Analyza dat a zviditelnéni

1, Detaled into

tuje jejich prehlednost a také umoZituje dalsi rozvoj softwaru. Ver-
ze 1.0 nabizi uZivateli — analyzatorovi zdklad grafického modulu
- umoZtiuje zviditelnéni kfivek davka—odpovéd, on-line editaci
v grafu, sumdérni statistiku v grafu a vytvafeni komplexnich gra-
fii - a statistického modulu, ve kterém lze jednak ziskat statistic-
kou sumarizaci nezavislych opakovani testi a pfedeviim odhad
jakychkoli hodnot EC,,. Statistické metody jsou zaloZeny na Siro-
kém spektru algoritmu od line4rni interpolace hodnot mezi dvé-
ma sousednimi body kfivky dévka-odpovéd, pfes diagnostické
techniky vychdazejici z rovnice medianového t¢inku aZ po pro-
kladéni funk¢nich zavislosti regresnimi technikami.
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Graf zobrazuje jednak pivodni datové fady,
jednak fady z pivodnich vypogitané. Je
moZné vypoditat primérnou, medianovou,

pro zobrazeni a vypoéty

Ktera z kopii kazdého panelu se ma pouZit

minimalni a maximaini fadu.

Kiliknutim pravym tiaCitkem my3i na graf se
objevi moZnosti manipulace s grafem — zména
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méfitka, ukladani, tisk, viladani vypotitanych
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Datova struktura programu

Databaze programu je tvofena n€kolika tabulkami.

1. Tabulka Pokusy. Tato tabulka v podstaté sleduje organiza¢ni
strukturu prace. Jednotlivé zdznamy v tabulce odpovidaji logic-
ky souvisejicim skupindm testl (napf. viechny testy spadajici
pod jeden grantovy projekt). Jednim z t€chto ,,pokusti” je i zaz-
nam ,,Pacient” zastfeSujici v§echny pacienty, jejichZ vzorky
jsou testovany na pracovisti.

4.

Tabutka Computed. Pti vioZeni nového panelu do tabulky Pane-
ly jsou naétena data pfepoc¢itina na blank a kontrolu, a ziskané
hodnoty vloZeny do tabulky Computed. Jsou zde tedy data déle
pouzivana pro vytvafeni grafii a vypolty EC, . Pokud se ukiZe,
Ze nékterd z dat jsou zjevné chybna (odlehléﬁlodnoty, zaporna
¢isla), je mozné vytvofit kopii origindlnich dat a tuto editovat
(napf. odstranit chybné hodnoty, vyplnit vybrana mista vhod-
nou interpolaci, atd.). Zaznam vytvofeny automaticky pfi na¢-

2. Tabulka Pacienti/Linie. Obsahuje tidaje o liniich v jednotlivych
pokusech (nazev linie, textova poznamka), a viech pacientech 5.
v pokusu ,,Pacient” (rodné &islo, jméno, pfijmeni). Tato data
pfedstavuji kli¢ovy prvek pro orientaci v databazi vysledki.

3. Tabulka Panely. Zde jsou uloZeny veskeré tdaje o panelech,
tedy nazev panelu, ke kterému pokusu a které linii panel nale-
Zi apodle které masky (viz dale) byl panel m&fen. Dale jsou zde
primarni data ziskand pfi testovani panelu. S t€mito daty neni
moZné nijak manipulovat.

teni panelu neni moZné editovat.

Tabulka Masky obsahuje informace o struktufe jednotlivych
paneld. Jsou zde zadéna cytostatika pouZita na panelu, jejich
rozmisténi a koncentraCni $kily, dile umisténi kontrol a blank
oblasti. PouZiva se pfi pfepocitdvani primarnich dat z tabulky
Panely do Computed, pfi vykreslovani grafii a vypoctech EC.
6. Tabulka Cytostatika obsahuje seznam cytostatik.

Souhrnné editacni

i Uraph Uverview
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podminku (Spadajici pod dany pokus atp.)

L Glibire:

Aditim | Detaiine | Selectiive |

Na zakiadé zadanych kritérii j¢ moZné vyhlednat
podskupinu viech zaznami, a z nich pak vybrat
poZadovaného pacientallinii

Podékovdni
Software Chemoresist vytvofilo Centrum informatiky a analyz Univerzitniho onkologického centra Léka¥ské fakulty MU v Brné na
zdkladé podpory projektem MSMT J07/98-141100003. Autorem programu je Mgr. Bretislav Regner.
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STREDNI HODNOTY CITLIVOSTI NA JEDNOTLIVA CYTOSTATIKA U NADORU
RUZNEHO HISTOGENETICKEHO PUVODU

MEAN VALUES OF IN VITRO CHEMOSENSITIVITIES IN TUMORS OF DIFFERENT
HISTOGENETIC ORIGIN TO INDIVIDUAL ANTI-CANCER DRUGS

'"LUDKOVA A. "'HAJDUCHM NOSKOVAV ZALOUDIKJ KRALV KLElNJ 3STEHLIKD '"FEKETOVA G.,
TROJANECR GOJOVAL DZUBAKP KASPAREKI BRAZINOVAS MIHALV CWIERTKAK
'"KOLEK V., 'SAFAROVA M. JANOSTAKOVAA PILKAR "+'KOUZMINA'G., 'KALA M.

LABORATOR EXPERIMENTALN[ MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UPAFN oOLOMOUC
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV A UNIVERZITNI ONKOLOGICKE CENTRUM V BRNE
" KLINIKY LF UP A FN OLOMOUC
‘USTAV FYZIOLOGIE LF UP OLOMOUC
‘NEUROCHIRURGICKA KLINIKA LF UP A FN OLOMOUC
+ Korespondujici autor: Laboratof experimentélni mediciny pti Détské klinice LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6,775 20 Olomouc.

E-mail: hajducnm@atlas.cz

Souhrn: Pfedmétem studia bylo testovani rezistence nddorgvych bunék na cytostatika v in vitro podminkach cytotoxickym M T T tes-
tem. Studovany soubor obsahoval 745 solidnich tumorti. UspéSnost provedeni testu byla v nejvétsi mife ovlivnéna poctem vitalnich
nadorovych bunék, které se podati ziskat z dodaného materidlu, méné pak jeho piipadnou bakteridlni kontaminaci. VySetfeni bylo pro-
veditelné u 75.65 % pacientt s diagn6zou karcinomu prsu, u 92.41 % nemocnych s nddorem plic, 77.90 % pacienti s karcinomem jic-
nu a zaludku, u 79.66% nemocnych s kolorektdlnim karcinomem, v 76.62% malignich nddort mozku, 78.30 % pacienti se sarkomem
a 81.66 % ovaridlnlch nadorti. U zminénych diagnoz s dostateénym mnoZstvim pacientskych vzorkd vyéetfenych na jednotlivé cyto-
statika (> 10 vySetienych nadorti) byly tyto hodnoty podrobnéji analyzovény. U€innost testovanych I€ki v in vifro podminkdch pro jed—
notlivé nddory byla vyhodnocena pomoci TCS, (tumor cell survival 50 %) medidnu. Pacienti s TCS,, nad medidnem jsou povazova—
ni za rezistentni, pokud je individudlni hodnota T CS,, pod medidnem citlivosti pro danou dlagnozu jSOll hodnocenl]ako senzitivni.
NaSe predbézné data naznacuji rozdilnost profilu 1ékove citlivosti pacientii s riznymi nddorovymi onemocnénimi a nep¥fmo potvrzu-
ji rozdilnou mini in vivo odpovédi téchto 1€kl pouzitych v monoterapii.

Kli¢ovaslova: MTT-test, chemosensitivita, chemorezistence, mnohocetna 1ékova rezistence, solidni nadory

Summary: We have analyzed in vitro drug resistance in 745 solid tumors by means of cytotoxic MTT-assay. The successful
performance ofthe drug resistance assay, mainly depended on vitality of isolated tumor cells and/or their bacterial contamination. The
test was successfully performed in 75.65% patients with breast carcinoma, 92.41% lung carcinoma, 77.90% oesophageal and stomach
carcinoma, 79.66% colorectal carcinoma, in 76.62% malignant brain tumors and 78.30% patients with sarcoma. The sensitivities of
individual anti-cancer drugs with sufficient quantity of patient samples (>10) were analyzed in all above mentioned diagnoses. The
effectiveness of tested cytotoxic drugs under in vitro conditions for each carcinoma was determined by evaluating median of individual
TCS,, values (50% tumor cell survival). The patients with TCS, above median are drug resistant, while those with TCS,  below
median are considered as drug sensitive. Our preliminary data suggest for different drug sensitivity profiles of patients suffering from

various malignant diseases, indirectly confirming different in vivo response rates when those drugs are used in monotherapy.
Key words: MTT-assay, chemosensitivity, chemoresistance, multidrug resistance, solid tumors

UvVoD

Vybér nejucinnéjSich cytostatik pro individualizovanou chemo-
terapii na zdkladé prediktivnich in vitro testii se stivd na specia-
lizovanych pracovistich soucdsti klinické praxe. Mezi ¢asto pou-
zivané testy patfi pro svoji jednoduchost, piesnost,
reprodukovatelnost a cenovou pfijatelnost jiz fadu let MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazoliumbromid) test
(1). Mosmann byl prvni kdo popsal poloautomaticky kolorime-
tricky test na vyhodnoceni mitochondridlni dehydrogendzové akti-
vity v zivych butikdch (2). M T T testje také Siroce pouzivédn k tes-
tovani novych protinddorovych 1é¢iv na primdrnich nddorovych
buiikdchina stabilizovanych bunéénych liniich. Bohuzel dodnes
neni M T T test Siroce roz$iien v klinické praxi pro nékteré nevy-
hody této metody a pro nedostatek hodnotnych klinickych dat. Na
druhé strané fada studii prokazuje dobrou korelaci mezi in vitro
chemosenzitivitou a klinickou odpovédi nemocného na 1é¢bu in
vivo. Cilem piedkladaného sdélenije v krdatkosti ukdzat nékoli-
kaleté vysledky produkované nasi laboratofi, které ndm dnes jiz
umoziiuji odhadnout citlivost nemocného s danou diagnézou na
zakladé srovnanijeho individudlni hodnoty s medidnem citlivos-
ti pro danou diagnézu.

MATERIAL A METODIKA

Soubor pacienti

Tisic sedm set pacientskych vzorkd z riiznych ¢4sti Ceské republi-
ky bylo dovezeno a testovano v nasi laboratofi. Kostni dien, peri-
ferni krev nebo nddorové tkdné byly piivezeny v transportnim médiu
béhem osmi hodin po biopsii. V§echny vzorky byly testovanyjako
Cerstvé nadory. Histopatologické diagndzy byly stanoveny podle
standardnich postupil zaloZenych na cytomorfologii, histochemii,
imunohistochemii, imunofenotypizaci a cytogenetice.

M TT test

K analyze in vitro senzitivity nddorovych bunék na cytostatika byl
pouzit ffidenni M T T test. Suspenze vitdlnich nddorovych bunék
byla ziskdna z dodanych vzorkl pouzitim enzymatického traveni
a gradientovou centrifugaci na hustotnim gradientu Ficoll-Meta-.
trizodt (1,077 g/ml; Pharmacia, Svédsko). Buinkybyly dvakrét pro-
myvany v RPMI1 1640 [2 mM glutamin, bikarbonat sodny, penici-
lin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml)] (Sigma, USA). Po
druhém promyti byla bunétné peleta suspendovdna v kultivaénim
médiu [RPMI 1640 s 2 mM glutaminem bikarbondtem sodnym,
penicilinem (100 U/ml), a streptomycinem (100 pg/ml) (Sigma,
USA), 15% fetdlni hovézisérum (Biocom, CR), 5 pg/ml inzulinu
a 5 pg/ml transferinu] v koneéné koncentraci 1-2x10°/ml. 80 ml
bunétné suspenze bylo kapano do 96-jamkovych paneld obsahu-
jicich 20 ul vhodné nafedéného cytostatika. Nadorové buiiky byly
vystaveny plisobeni kazdého 1é¢iva ve dvou opakovdnich a v Ses-
tirdznych koncentracich po dobu tif dnti pti 37°C, 5% C0,. Kon-
trolni nddorové butiky byly kultivovdny bez pouziti cytostatik. Na
zdver kultivace bylo ke kazdé jamce pfidéno 10 pl M T T (5 mg/ml)
a inkubovéano dalSich Sest hodin. Zlutd tetrazéliova sil byla redu-
kovana na modry formazan pouze zZivymi butikami. Formazanové
krystaly byly rozpustény pomoci 100 pl 10% vodniho roztoku do
laurylsulfatu sodného (pH = 5.5) pies noc pti 37°C. Optickd den-
zita (OD) byla méfena pii 540 nm pomoci pfistroje Labsystem
iEM S Reader MF (UK). Pfezivani nddorovych bunék (tumorcell
survival, TCS) bylo vypoéitdno pomoci nasledujiciho vzorce:

TCS = (absorbance vjamkdch s cytostatiky/absorbance
v kontrolnich jamkach) x100

TCS™ hodnotaje koncentrace cytostatik letdlni pro 50% néddoro-
vych bunék a byla vypocitdana ze ziskanych kfivek ddvkové zavis-
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Obrizek 1: Individudlni hodnoty (Ctverecky) a jejich medidny (plna ¢ara) TCS, pro paklitaxel, cisplatinu, karboplatinu a vinorelbin
1 pacientii s uvedenymi nadorovymi diagnézami.
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Obrézek 2: Individalni hodnoty (Etverecky) a jejich medidny (plna Cara) TCS pro S-fluorouracil, daunorubicin, gemcitabin a vink-
ristin u pacientli s uvedenymi nadorovymi diagnézami.
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Tabulka l Spektrum lékiitestovanych a riznych malignich onemocnénich v pofadi dulezitosti

Typ Ca.plic Ca. prsu Ca. ovaria | Ca. kolorekta Lymfomy l\ri[;élfrnyi Cva' jicnu Sarkomy | Ostatni*
nadoru mozkn azaludku
rl)’gfieetmﬁ 178 91 60 65 81 45 50 69 278
Karboplatina | Daunorubicin Cisplatina | 5-fluorouracil Vinkristin BCNU S-fluorouracil Cisplatina w*
Paklitaxel Vinkristin Paklitaxel Oxaliplatina Prednisolon Vinkristin | Mitomycin C | Daunorubicin w*
Vinorelbin Cisplatina Karboplatina |  Gemcitabin Daunorubicin Prokarbazin Cisplatina Vinkristin #*
Cisplatina Paklitaxel Doxorubicin Topotekan Vepesid Vepesid | Daunorubicin Vepesid w*
Gemcitabin | 5-fluorouracil | Gemcitabin Cisplatina Asparagindza Cisplatina Bleomycin Aktinomycin *
Vepesid Karboplatina Topotekan | Karboplatina Bleomycin Paklitaxel | Karboplatina Paklitaxel w*
Docetaxel Docetaxel Vepesid Mitomycin C Kladribin Gemcitabin | Oxaliplatina Topotekan *
Doxorubicin Vinorelbin Vinorelbin | Daunorubicin | Dexamethason | Karboplatina Topotekan Dakarbazin *
Daunorubicin | Bleomycin Vinkristin Bleomycin  |Cytosinarabinosid | Dakarbazin | Gemcitabin Gemcitabin **
Topotekan | Gemcitabin | Daunorubicin Paklitaxel 6-thioguanin | Daunorubicin |  Paklitaxel Karboplatina **
Aktinomycin Topotekan Mitoxantron Vepesid Mitoxantron Aktinomycin Vepesid Docetaxel **
Vinkristin | Aktinomycin | Aktinomycin | Dakarbazin Flutarabin 6-thioguanin| Dakarbazin | 5-fluorouracil *

* - nddory pankreatu, Grawitz{iv tumor, neuroblastomy, zhoubné melanomy, jaterni nddory, nddory prostaty, Ewingtiv sarkom, atd.
** _ Cytostatika jsou v rizném potadi jejich pouziti pro kazdy nador a pacienta

Tabulka 2: Profil 1ékové citlivosti v in vitro podminkdch pro rtizné maligni nddory podle medidnti TCS ,, [mg/ml] (pocet testovanych vzorki

je uveden v zavorkach)

Zhour?lgikrhédory e?;ai{lilcdnkuu Ca.kolorekta Ca. plic Ca. prsu Sarkomy Ca.ovaria
S-fluorouracil 222 (9) 100.00 (22) 193.60 (43) 100.00 (12) 250.00(37) 80.30(18) ND
Cisplatina 8.92 (33) 9.97 (21) 8.70 (36) 9.58 (123) 9.86 (47) 10.13(55) 8.32 (53)
Karboplatina 24.60(24) 7.71(11) 14.99 (29) 18.28 (81) 17.64 (23) 21.61(21) 5.20 (36)
Aktinomycin D 0.115(24) ND 0.07(11) 0.04 (79) 0.085 (20) 0.27 (24) ND
Vinkristin 50.00 (34) ND ND 2.66 (94) 46.39 (40) 50.00 (39) 50.00(40)
Vepesid 50.00(34) 50.00(11) 50.00(18) 50.00 (103) ND 49.14(36) 50.00 (40)
Paklitaxel 13.22(29) 15.29 (15) 18.60(22) 15.22(131) 12.18 (45) 11.58(37) 13.82 (43)
Docetaxel ND ND ND 21.96 (66) 13.93(21) ND ND
Bleomycin ND 9.47(11) 50.00 (15) 46.93 (14) 50.00(19) ND ND
Doxorubicin ND ND ND 2.00 (73) 2.00(15) 2.00(15) ND
6-thioguanin 11.60(15) ND ND ND 11.60(15) ND ND
Daunorubicin 2.00 (24) 1.79(17) 1.44(28) 1.14(104) 1.10(49) 1.27(44) 1.06(42)
Dakarbazin 234.80 (20) 185.20(10) 226.70(16) 260.30(14) 192.80(10) 236.30 (25) ND
Gemcitabin 300.00 (25) 300.00(10) 118.40(32) 129.70(43) 91.53(14) 113.70(14) ND
Mitomycin ND 331 (21) 10.00(29) 3.47 (57) ND 2.47 (57) ND
Vinorelbin ND ND ND 8.37 (86) 50.00 (14) ND ND
Topotekan 0.47 (17) 25.41 (10) 2.36(31) 0.96 (74) 0.93 (15) 1.62(14) ND

ND - zatim nestanoveno s ohledem na maly pocet vySetfenych vzorki

losti. Skupinova statistika naméfenych dat byla provedena v pro-
gramu Prisma, verze 2.0.

VYSLEDKY

Celkem jsme analyzovali in vitro 1ékovou rezistenci u 745 solid-
nich tumort pomoci cytotoxického M T T testu na rozdilna proti-
nadorové 1é¢iva. Ve spolupraci s klinickymi pracovisti bylo vypra-
covano pofadi dilezitosti vySetfovani cytostatik pro jednotlivé
diagndzy, které respektuji slozeni rutinnich protokold, lokalni zvy-
klosti a také limitni moZnosti testii chemosensitivity, kde néktera
1é¢iva (napf. cyklofosfamid, methotrexat, interferon alfa) nelze in
vitro vySetfit (tabulka 1). Dle pofadi v této tabulce jsou u jednot-
livych diagndz prednostné nasazovana cytostatika v zavislosti na
mnozstvi dodaného klinického materidlu.

Uspésnost provedeni testi 1ékové rezistence hlavné zdvisela na

vitalité izolovanych nddorovych bunék a jejich piipadné bakteri-
alni kontaminaci. Test byl Gspésné proveden u 75.65% pacientt
s diagnézou karcinomu prsu, u 92.41% nemocnych s nddorem
plic, 77.90% pacientli s karcinomem jicnu a zaludku, u 79.66%
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem, v 76.62% malignich
néadori mozku, 78.30% pacienti se sarkomem a 8§1.66% nadorti
ovarii. Cést nddort spontdnné odumfela in vitro po nasazeni do
testu i v kontrolnich jamkach bez pouziti cytostatika a tato sku-
teCnost je sama o sobe povazovdna za dobry prognosticky znak.
Stiedni citlivostijednotlivych nddori a jejich medidny jsou zobra-
zeny v tabulce 2 a na obrazku 1 a 2.

DISKUSE
Z vysledkl uvedenych v tabulce 2, na obrazku 1 a 2 je zfejmad fada
zajimavych informaci. Vidime napiiklad, Ze cytostatika exporto-
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vand P-glykoproteinem jsou pomérné malo ti¢innd u nadort, kte-
ré vykazuji jeho vysokou expresi. Typickym piikladem je kolo-
rektalni karcinom ajeho relativni rezistence na vinca alkaloidy,
daunorubicin a paklitaxel. Naopak citlivost tohoto nddoru na
netransportovana cytostatika (derivaty platiny, gemcitabin) z{std-
va zachovana (tabulka 2, obrazek 1 a2). V podstaté Ize fict, Ze vin
vitro podminkach maji pomérné vyrovnanou citlivost napfi¢ riz-
nymi diagnézami nasledujici cytostatika: derivaty platiny, pakli-
taxel, daunorubicin, gemcitabin, mitomycin, topotekan, aktino-
mycin D. Vinca alkaloidy vykazovaly vysokou preferenci
k plicnim nadorim a navelbin také k nddortim ovaridlnim. Pfe-
kvapivé nizkou citlivost karcinomu prsu na vinkristin a vinorel-
bin, ale také 5-fluorouracil vysvétlujeme tim, ze velka Cdst vySet-
fenych nadort byla od klinicky rezistentnich pacientek, které
v minulosti vystfidaly nékolik rezimt chemoterapie.

Ve srovnani s dobrou u¢innosti daunorubicinu, byla efektivita
doxorubicinu minimalni s TCS™ nad 2 mg/ml (tabulka 2), i kdyz
nezanedbatelnd ¢ést pacientd byla na toto cytostatikum dobfe cit-
liva. Ze vzajemného porovnani Cisplatiny s karboplatinou vyply-
va obecné lepsi cytotoxicita Cisplatiny s vyjimkou diagndz karci-
nomu jicnu, zaludku a ovaria.

Ackoliv jsme zjistili pomérné dobrou u¢innost v in vitro podmin-
kéach pro inhibitor topoizomerazy II - daunorubicin, ti¢innost vepe-
sidubyla u solidnich nddort podstatné niz$i. Na druhé stran€, inhi-
bitor topoizomerazy I (topotekan) i dudlni inhibitor topoizomerazy
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I all (aktinomycin D) byly dobfe u¢inné napii¢ vétSinou diagnoz
(tabulka 2, obrazek 1 a 2). Bohuzel latky s dudlni inhibici topoi-
zomerazy I i II byvaji v klinické praxi pomérné toxické.
Stanoveni medidnovych hodnot pro jednotliva cytostatika a jed-
notlivé klinické diagndzy ndm umoznuje piesnéjsi predikci odpo-
védi in vivo. Predpokladdme lepsi klinickou odpovéd u nemoc-
nych, jejichz hodnota TCS™ se pohybuje pod medidnem citlivosti
a nadory téchto nemocnycn hodnotime jako in vitro sensitivni.
Nddorové buiiky od nemocnych s TCS,  nad medidnem citlivos-
ti oznacujeme jako rezistentni. Uvédomujeme si, Ze tato hodno-
tici metoda neni dokonald, ale pfi pfechodné absenci klinickych
tidajt je pravdépodobné to nejlepsi co mame k dispozici. Po ukon-
¢eni korelacnich studii s odpovédi in vivo bude mozné tyto refe-
renéni hodnoty pro citlivost/rezistenci dale upfesnit.
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VYSLEDKY MTT TESTU CHEMORESISTENCE U KARCINOMU PLIC, KOLOREKTA
A SARKOMU MEKKYCH TKANI

RESULTS OF THE MTT CHEMORESISTANCE TESTING IN CARCINOMAS OF LUNG,
COLON AND RECTUM AND SOFT TISSUE SARCOMAS.

ZALOUDIK J., HAJDUCH M., VYZULA R, KISS L, COUFAL 0.,KOCAKOVA L, NOSKOVAV., VOREL M.,
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Souhrn: Autoti uvad€ji orienta¢ni informaci o stupni chemoresistence in vitro u 60 primarné resekovanych bronchogennich karcinomd, kar-
cinomi kolorekta a sarkomii mékkych tkéni s vyuzitim technologie primokultivace a MTT testu. Primarni resistence explantovanych bunék
bronchogennich karcinomt se projevila v 8% piipadd u Cisplatiny, 33% u topotecanu, 40% u karboplatiny, 50% u vinorelbinu, 60% u vinkris-
tinu, 82% u paklitaxelu a ve vSech ptipadech u doxorubicinu, mitomycinu a fluorouracilu. Ze sledovanych kombinaci byla in vitro netcinngj-
§i kombinace Cisplatiny s topotekanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Z vysledk MTT testii in vitro u kolorektalniho karcinomu
vyplyva pfedev§im relativni dspéSnost platinovych derivati. Pomémé vysoka rezistence vii¢i zakladnimu cytostatiku 5-flurouracilu je zaraze-
jici, nicméné odpovidd oném 20% klinické ucinnosti nepotencovaného preparitu. 5 z 22 testovanych sarkomil (23%) vykazovalo polychemo-
rezistenci, tedy prezivani ve viech testovanych cytostatikich. U ostatnich byla nejnizsi chemorezistence zaznamenana pro aktinomycin D, topo-
tekan a cisplatinu. K doxorubicinu bylo resistentnich plnych 80% sarkomu. Zbyvé nejen ziskdvat vice zkuSenosti s timto individualizovanym
piistupem k indikacim chemoterapie, nybrz pfedevsim navodit klinickou diskusi o interpretacich prediktorti chemorezistence, véetné potieb-
nych korela¢nich klinickych studii.

Kli¢ova slova: chemoresistence nadorii, MTT test, karcinom plic, kolorektalni karcinom, sarkomy mékkych tkani

Summary: Preliminary information is presented on outcomes of in vitro MTT chemoresistance testing in 60 carcinomas of lung, colon and
rectum and soft tissue sarcomas. Primary chemoresistance could be observed in lung carcinomas in 8% for cisplatin, 33% for topotecan, 40%
for carboplatin, 50% for vinorelbine, 60% for vincristine, 82% for paclitaxel and in all cases for doxorubicine, mitomycin C and 5-fluorouracil.
The most successful combinations were cisplatin plus topotecan and cisplatin with vinorelbine. The platinum analogues were die most efficient
drugs in vitro also in colorectal carcinoma. The chemoresistance to S-fluorouracil approaching to 80% corresponds to some 20% effectivity of
this drug observed in clinical studies with standard 5- FU regimens. Five of twenty two soft tissue sarcomas showed chemoresistance to all tested
drugs. In remaining 17 cases the lowest resistance was reported for actinomycin D, topotecan and cisplatin. 80% sarcomas were resistant to
doxorubicine. Not only more experience in needed with this individualized approach to cancer chemotherapy, but also contribution of clinicians
on interpretation of testing and correlation studies of tailored chemotherapy.

Key words: tumor chemoresistance, M T T test, lung cancer, colorectal carcinoma, soft tissue sarcoma

Uvod

Je-1i dany nddor vii¢i poddvanému cytostatiku resistentni, pak bez ohle-

du na statistické vysledky randomizovanych studii

a) nelze u daného jednotlivce ocekavat 1é¢ebny efekt,

b) pacient je zbyteCené otravovan toxickou latkou a trpi zcela zbytec-
né nezadoucimi tic¢inky,

¢) jde o neucelné vynakladani finanénich prosttedkii i sil zdravotnic-
kych pracovnikii,

d) priibéh onemocnéni mtize byt dokonce i zhorsen zbyte¢nym osla-
benim metabolismu a pfirozenych obrannych mechanismi nemoc-
ného, piipadné vznikem dalSich mutaci v naddoru, perturbaci jeho
proliferace a vyvojem neptiznivych diversiflka¢nich zmén.

Piimé testy chemorezistence jsou zaloZeny na expozici primarnich nebo
stabilizovanych kultur nadorovych bunék cytostatikiim in vitro a patii
k nim i standardni MTT test. Piesto, Ze fada testd chemorezistence je nabi-
zena i komer¢né, nejsou oficidlné akceptovanou soucdsti terapeutického
rozhodovani v klinické onkologii, je jim vytykana nestandardnost, roz-
dily v interpretaci, interlaboratorni variabilita metod i vysledkti. Klinic-
ka onkologie vSak ucinila dosud jen malo, aby pomohla tyto problémy
piekonat a sama vysla s kritérii pro jejich indikace a interpretace.

Pokusili jsme se o hrubou orientaci o stupni chemoresistence in vitro

resekovanych bronchogennich karcinomi, karcinomti kolorekta a sar-

komi mékkych tkani s vyuzitim technologie primokultivace a MTT

testu, kterd je zavedena v Laboratoii experimentalni mediciny v Olo-

mouci dr.Hajduchem.

Chemorezistence bronchogennich karcinomi

Chemoterapie pokro¢ilych bronchogennich karcinomti je dosud mélo
uspésnd. Z velkych piehledi vyplyva, Ze nejlepSich vysledki pii hod-
noceni procentem nemocnych prezivajicich jeden rok po 1é¢bé je dosa-
hovéno v monoterapii cisplatinou (24%) ¢i 1épe kombinacemi Cisplati-
ny s etoposidem (32-37%), s vinorelbinem (36%), s paklitaxelem
(32-39%) nebo s gemcitabinem (39%) (1). Minimalné dvé tietiny bron-
chogennich karcinomti jsou vsak k chemoterapii resistentni a 1é¢ba je
v téchto piipadech zbyte¢nou zitézi pro nemocného i zdravotni systém.
Miize byt pokladano za piekazky individualizovaného piistupu, Zev dobé
1écby pokroéilého onemocnéni jsou bronchogenm’ i jiné karcinomy malo-
kdy pristupné biopsil potfebného mnozstvi nadorové tkané.

Potiebné mnozstvi vitdlnich bunék bronchogennlch karcmomu pro
explantaci z fragmentdl nddorové tkané vétsich nez 1 cm’, trans-

ponovanych v kultivaénim médiu do laboratofe pfimo z opera¢niho salu
a disagregovanych do 34 hodin po odbéru, jsme ziskali u 12 ze 14 vySet-
fenych pripadt (86%). Podle vytéznosti bunék ze vzorku mohlo byt v tes-
tu nasazeno v nékolika koncentracich 3-11 cytostatik. Cisplatina byla
nasazena do testu ve vSech 12 pfipadech, paclitaxel 11, vinorelbin
a ostatni cytostatika v nejvice 8 piipadech. Primdarni resistence explan-
tovanych bunék bronchogennich karcinomii se projevila v 1/12 (8%)
u Cisplatiny, 2/6 (33%) u topotekanu, 2/5 (40%) u karboplatiny, 4/8 (50%)
uvinorelbinu, 3/5 (60%) vinkristinu, 9/11 (82%) u paklitaxelu a ve v§ech
(100%) ptipadech u doxorubicinu, mitomycinu, fluorouracilu a dalSich
u plicnich karcinomii méné uzivanych cytostatik.

Ze sledovanych kombinaci byla in vitro net¢innéjsi kombinace Cis-
platiny s topotecanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Sku-
te¢nd biologicka t¢innost je vsak nesporné nizsi, protoze jako citlivé
jsme hodnotili in vitro i ptipady omezené citlivosti, kdy ucinek cyto-
statik pfezivala ur¢itd mensi ¢ast (20-30%) populace nadorovych bungk.
Rezistentni subpopulace mohou byt Ié¢bou in vivo selektovany a i¢in-
nost chemoterapie je tak pouze docasnd, coz doklada ostatné i praktic-
ka klinicka zkuSenost. Rada klinickych rezistenci jde rovnéz na vrub
nedostate¢né koncetrace cytostatik v tkdni z diivodu variabilni vasku-
larizace nadoru a dalsich biomodula¢nich faktord.

Preference cytostatik v testech in vitro, tedy zvlasté Cisplatiny, zhruba
odpovida vysledkiim klinickych studii. Pokud bychom vsak uZivali
pouze chemoterapii na zdklad¢ statistické pravdépodobnosti, ziistane
naddle limitovana pouze tietinovou i¢innosti a ¢ast nemocnych ztraci
nad€ji na piiznivy efekt tieba statisticky malo pravdépodobného, indi-
vidudlng v§ak u¢inného cytostatika nebo kombinace. Cilem naseho sna-
Zeni je postupné korelovat vysledky testli in vitro s odpovédi na 1é¢bu
in vivo, aniz bychom zatim jakkoli ménili piijaté lécebné protokoly.
Ziskat tyto korelace je v§ak velmi obtizné z nékolika divodt: 1) tes-
tovany jsou piedevsim resekované nadory stadia I a II, ne vzdy nava-
zuje adjuvantni chemoterapie, pokud ano, trva zhodnoceni nékolik let
apro prtikaz je zapotiebi velkych soubort, 2) extrapolace vysledki tes-
ti ziskanych z primarniho nddoru pro srovnani s Ié¢bou nésledné reku-
rence nemusi byt relevantni, recidiva a pokrocily proces j sou vice diver-
gentni a ziejmé rezistentnéjsi, 3) v kratkodobém Ctyfdennim testu
chemorezistence mohou byt znevyhodriovana cytostatika, kterd pro
rozvinuti svého u¢inku vyzaduji masivni proliferaci nadorovych bunék,
a to jsou napiiklad mitotické jedy vinca alkaloidy a taxany, 4) biopsie
pokrotilych inoperabilnich nadort, byt miniinvazivni endoskopické

KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTNICISLO 2/2000 37


mailto:zaloudik@mou.cz

a thorakoskopické, pied chemoterapii nebo béhem ni, nejsou dosud
pokladany za eticky opravnéné pravé pro chybéjici korelace testii s kli-
nikou, ¢imz se kruh uzavira v neprospéch individualizované 1é¢by.

Chemorezistence kolorektalniho karcinomu

Ucinnost pausalizované ¢ili standardni chemoterapie se pohybuje u kolo-
rektalniho karcinomu mezi 20-30%, jen vyjime¢né je o malo vyssi (2).

Z 33 kolorektalnlch karcinomi se podatilo bez kontaminace ziskat krét-
kodobou kulturu v 26 pfipadech. Podle vytéznosti bylo pro pét kon-
centraci hodnoceno 1-15 cytostatik, a to od zakladnich jako je 5-fluo-
rouracil, pfes platinové derivaty, inhibitory topoizomeraz, mitomycin,
mitotické jedy, antracykliny az po ostatni klinicky v terapii gastroin-
testindlnich nadorti neuzivané. Rezistence byla hodnocena jako abso-
lutni tehdy, piezivala-li v cytostatiku celd kultura bez problémti, nebo
relativni, avSak biologicky a klinicky patmé stejné vyznamna, kdy efekt
byl patrny pouze na ¢asti bunék.

V nésledujicim pfehledu uvadime zlomkem pocet rezistentnich nado-
ri k pocta testovanych, prvni zlomek pro kazdé cytostatikum plati pro
absolutni, druhy pro relativni chemorezistenci:

5-fluorouracil (20/25,23/25)

cis-platina (6721,7/21), karboplatina(10/19,11/19), oxaliplatina (4/6,5/6)
topotekan (6/17,14/17)

mitomycin C (15/19,16/19)

bleomycin (8/11,10/11)

dakarbazin (9/11,10/11)

gemcitabin (15/17,17/17)

doxorubicin (4/5, 4/5), daunorubicin (15/18, 17/18), aktinomycin
D (3/9,6/9)

vinkristin (7/8, 8/8)

vepesid (12/12,12/12)

paklitaxel (14/15,15/15).

Z vysledkt vyplyva piedevsim relativni UispéSnost platinovych deriva-
tti, které jsou u kolorektdlniho karcinomu patrné neprdvem piehlizeny,
nebot i klinické zkuSenosti kombinace FU a platiny jsou povzbudivé.
Vysoka rezistence vii¢i zakladnimu cytostatiku 5-flurouracilu je zard-
Zejici, nicméné se blizi oném 20% klinické tcinnosti nepotencovaného
preparatu. Neni ovSem vylouceno, Ze antimetabolity jsou ve srovnani
s platinovymi derivaty v kratkodobé kulture, kterd nerozvinula prolife-
raéni aktivitu, znevyhodnény. Na toto téma pokracuji experimenty i dis-
kuze o optimdlnim trvani testu a primokultury. Relativné dobrych
vysledki dosdhl in vitro i topotekan. Vyznamny je nélez, Ze z 21 kolo-
rektdlnich karcinom testovanych na 5 a vice cytostatik, byla pouze ve
dvou pfipadech nalezena plnd polychemoresistence, takze u 19 ptipa-
dti bylo vZdy mozno urcit alespon jedno potencidlné u¢inné cytostati-
kum. To snad dava perspektivu pro u¢innéjsi chemoterapii tailoringem
ipii vyuziti stavajiciho 1ékového arzendlu.

Chemorezistence sarkomi mékkych tkani

Chemoterapie je u sarkomd mékkych tkani velmi neuspésnd jak
v monoterapii, tak v kombinacich (3).

Explantaty sarkomd se podafilo pievést do primokultury u 22 z 29 piipa-
du, tedy s 76% tispésnosti. Podle buné¢nosti nadoru, respektive vytéznos-
ti bunék testovanych ve dvojicich pro Sest koncentraci kazdého cytostati-
ka spolu s kontrolami byly do testu nasazeny riizné pocty cytostatik z nize
uvedeného panelu. Minimdlng bylo testovano pét u sarkoml nejuzivangj-
Sich cytostatik, v priméru se podafilo testovat 9 cytostatik na jeden explan-
tat. Koncentra¢ni §kéla byla volena tak, aby zahrnovala klinicky dosazi-
telné koncentrace cytostatika v séru a minimalné jeden fad pod a nad tyto
koncentrace. Vysledky test( jsou shrnuty procentudlng v tabulce.

Zadny ze sarkomii nebyl citlivy na vSechna testovana cytostatika. Na-
opak 5z 22 sarkomti (23%) vykazovalo polychemorezistenci, tedy pie-
Zivani ve vsech testovanych cytostatikach. Absolutni rezistence zna-
mend, ze vSechny nddorové bunky piezivaly v cytostatiku v miie
srovnatelné s kontrolami bez cytostatika. Je velmi nepravdépodobné,
Ze pii aplikaci cytostatika, v némz buriky bez problému piezivaji in vit-
ro, by mohlo byt dosazeno efektu in vivo, tedy klinické odpovédi vez-
meme-li v ivahu dal8i problémy spojené s distribuci, dostupnosti a meta-
bolismem chemoterapeutika v organismu. Lze se domnivat, ze piima
interpretace absolutni chemorezistence z testu in vitro do klinické situ-
ace je mozna. Tuto otdzku je tieba ddle intenzivné studovat, zatim jsme
ovSem nezaznamenali ani u jinych nadorovych typi situaci, kdy by byl
pozorovan klinicky efekt pii nalezené chemorezistenci in vitro.
Slozit&jsi je interpretovat ¢asteCnou senzitivitu primokultury, respek-
tive pouze CasteCnou chemorezistenci. V daném cytostatiku pteziva
jen Cast bunék, ¢ast hyne. PfestoZze omezena citlivost znamend in vivo
ve skuteCnosti netc¢innost chemoterapie pierlistinim rezistentni sub-
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Tab.: Vysledky M T T testu chemoresistence in vitro u 22 sarkomi
mékkych tkani v %

Cytostatikum abs. rezistence | relat. senzitivita | abs. senzitivita
Doxorubicin 80 20 20
Daunorubicin 67 33 33
Actinomycin D 0 100 50
Cis-platina 35 65 45
Carboxy-platina 67 33 33
Vincristin 60 40 10
Paklitaxel 65 35 18
Docetaxel 80 20 20
Fluorouracil 67 33 33
Gemcitabin 70 30 0
Vepesid 87 13 13
Topotecan 0 100 63
Bleomycin 25 75 25
Mitomycin C 67 33 33
Dakarbazin 92 8 0

populace, nelze vyloucit, ze ¢aste¢ny efekt bude mit hodnotitelny pii-
nos tfeba v oddaleni progrese nadoru. Velkou opatmost je zatim tieba
projevovat pii interpretaci absolutni citlivosti, kdy in vitro hynou
v daném cytostatiku pii klinicky dosazitelné koncentraci vSechny nado-
rové buiky. Jak jiz bylo fe¢eno, nemusi byt in vivo dosazeno tak opti-
malni koncentrace v nadorové tkani ani dostate¢né doby kontaktu nado-
rovych bunék s cytostatikem. Klinickd ucinnost bude proto urcité
vyrazné niz8i nez testovand chemosenzitivita.

Ve vysledcich piekvapuje predevsim vysoka mira resistence na doxo-
rubicin, ktery je stéle u sarkomi nejuzivanéj$im cytostatikem. Na dru-
hé strané vSak nebyla jeho prokdzana klinicka ucinnost nikdy vyrazné
vy$8i nez pravé onéch 20%. Prekvapuje také vysoka resistence k dakar-
bazinu, ktery byl soucdsti diive uzivané cytostatické kombinace
CYVADIC. Nejvyssi absolutni citlivost byla in vitro zjisténa u akti-
nomycinu D, topotekanu a cis-platiny, které se ve starSich i novéjsich
klinicky uzivanych rezimech rovnéz objevuji.

Z tabulky je ziejmé, Ze nejnizsi podil resistentnich nadort se vyskytu-
je uaktinomycinu D, platinovych derivatti a inhibitoru topoizomeraz
topotekanu. Potvrzena se zd4 byt také vysoka ui¢innost aktinomycinu
D, ktery byl v rezimech chemoterapie u nddorti dospélého véku ziej-
mé nepravem vypustén. Naopak prekvapuje vysoka resistence viici
doxorubicinu, ktery je sice hojné, avsak ne zcela uspéSné pouzivan
u sarkomu v prvni linii. Celkové vysledky svéd¢i proti klasickému rezi-
mu CYVADIC a ve prospéch rezimu ICE.

Je tieba podotknout, ze klinickou odpovéd na cytostatika, kterd byla
v individudlnim MTT testu oznacena za neucinnd jsme v uvedeném
souboru 22 sarkomil nepozorovali, coZ podporuje uzite¢nost stanove-
ni chemorezistence in vitro jako bioparametru jakkoli je jesté tieba
dopracovat kvantitativni vyhodnocovani testd.

Zaver

Uvedli jsme piehled vysledkd dosazenych u tii typ( resekovanych zhoub-
nych nadort bez pfedchozi 1é¢by. Slo piedevsim o to dokumentovat, ze
tento postup je mozny u vysokého procenta piipadti a nabizi nendhodné
rozlozeni vysledk testti chemorezistence in vitro, jejichz validita je vSak
tieba teprve ovéfit ve studiich korelujicich nalezy s klinickym efektem.
Metodicky jde o postup naro¢ny, nikoli v§ak neproveditelny. Vize indi-
vidualizované chemoterapie je silnym podnétem k piekondvani inicidl-
nich piekazek spojenych jak s metodikou samotnou, tak i zménami v mys-
leni chirurgti, patologti a klinickych onkologg.

Zbyva nejen ziskdvat vice zkusenosti s timto piistupem, nybrz para-
lelné i navodit klinickou diskuzi k interpretacim prediktori chemore-
zistence. Nem¢la by byt jiZ primamé z chemoterapie vyloucena u dané-
ho pacienta ta cytostatika, vii¢i kterym vykazuje jejich nador in vitro
absolutni rezistenci? Nemély by byt testy chemorezistence brany v tiva-
hu aspon v piipadech relabujicich po pfedchozi netc¢inné chemotera-
pii, kdy dalsi rezimy jsou obvykle aplikovany nahodile a zkusmo?
Nezlepsl-li individualizovany piistup celkové Ié¢ebné vysledky, nesto-
ji za to ho vyuzit aspon pro negativni selekci a uchranéni nemocnych
zbyte¢né zatéze spojené s neucinnou chemoterapii?

(Prdce byla podporena grantem MSMTNo. J07/98141100003)
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Souhrn: Autofi se snazi shmout profil in vitro rezistence, ktery byl stanovovan pomoci kolorimetrického methyl-thiazol-tetrazolio-

vého (MTT) testu u riiznych podskupin akutnich détskych leukémii a jeho vyznam pro klinickou Ipram.
tni lymfoblastickd leukémie, akutni myelo:
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Summary: The authors try to summarize the in vitro resistance profile, measured with the colorimetric methyl-thiazol-tetrazolium
%(MTT) assay in different subgroups of acute childhood leukemias and its significance for clinical practice.
eywords: in vitro drug resistance, M TT assay, acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid leukemia

Diky vyvoji uc¢inné kombinace cytostatik se progndza déti s leu-
kémii dramaticky zlepgila. Nicméné asi 30% détis ALL a50%
détis A M Lumird na rezistentni nemoc (1). Na druhé strané, paci-
enti, jejichz nemoc je 1é¢itelnd relativn€ mirnou chemoterapii,
podstupuji dnes zbyte¢né intenzivni cytostatickou 1é¢bu, kterd je
obvykle pti¢inou zdvaznych nezddoucich vedlejsich G¢inkt. Je
pravdou, Ze s postupné se zvysujici intenzitou chemoterapie doslo
u déti s akutni leukémif k vyznamnému zlepSeni celkovych 1éceb-
nych vysledkti. Vzhledem k témto skute¢nostem je identifikace
stupné vnimavosti na 1é¢bu povaZovana za jeden z nejdilezitéj-
Sich faktorti ui¢inné stratifikace. Z téchto divodi je usili fady pra-
covist zabyvajicich se problematikou détské leukémie sméfova-
no k optimalizaci 1é¢ebnych protokolli s cilem zabréanit vzniku
mnohocetné 1ékové rezistence, k hleddni novych diagnostickych
a prognostickych markerd onemocnéni, které umozni individua-
lizaci 1é¢by pro jednotlivé pacienty. Pacienti s chemosenzitivnim
typem leukémie budou vyhledové 1éceni s minimalné toxickou
terapif na rozdil od pacientl s rezistenci na cytostatika, ktefi pod-
stoupi velmi agresivni 1é¢bu.

Po zavedeni rychlého kolorimetrického M T T testu (2) na stanove-
ni Zivotnosti a ristovych charakteristik bunék in vitro, bylo na naSem
pracovisti vySetieno velké mnozstvi vzorki kostni diené nebo peri-
ferni krve od déti v inicidlni fazi nebo v relapsu onemocnéni. Byla
zorganizovéna celorepublikovd sit détskych onkohematologickych
pracovi§t, odesilajicich vzorky od pacientii s akutni leukémii na
vySetieni chemorezistence. VySetfeni bylo uspé$né provedeno ve
> 75% ptipadl. Procento uspésnosti provedeni M T T testuje srov-
natelné s vysledky spolupracujici laboratofe ve Free University Hos-
pital v Amsterdamu. V prvni fazi experimentdlni prace jsme otes-
tovali koncentraéni rozpéti pro jednotliva cytostatika a zavedli
vyhodnocovani M TT testu pomoci origindlné vytvofeného pocita-
¢ového programu. Ve druhé etapé jsme spole¢né s kolegy z jinych
evropskych pracovi§t publikovali vysledky testovdni chemorezi-
stence détskych pacientti s ALL v inicidlni fazi onemocnéni
a v relapsu. Demonstrovali jsme mnohondsobné zvySeni rezisten-
ce leukemickych bunék v relapsu onemocnéni ve srovnani s inici-
alni hodnotou (4), u pacientl s rtiznym typem nddord se Spatnou
1é¢itelnosti jsme prokazali vysokou rezistenci na Sirokou Skalu béz-
né uzivanych cytostatik (16) a u détskych pacienti s AL L , 1éCe-
nych protokolem ALL-BFM 90, jsme analyzovali korelaci nékte-
rych klinickych a laboratornich znaki s 1ékovou rezistenci (15). Na
pfipadu vzacné leukémie z kmenovych bunék jsme potvrdili ,,feno-
typickou specificitu profilu rezistence" v riiznych fazich (myeloid-
ni/lymfoidni) onemocnéni (14). I kdyZz bylo prokazano, ze in vitro
rezistence nadorové populace na cytostatika zjisténa M T T testem
vykazuje vysokou korelaci s klinickou odpovédi nemocnych, v kli-
nické praxi se tento postup za¢ind uplatiiovat az v poslednich letech
(3, 5). Nedavno byly prokdzany nékteré vyznamné asociace mezi
1ékovou rezistenci a klinickymi/laboratornimi znaky leukémie, kte-
ré se jiz postupné zacinaji klinicky vyuzivat. Nékteré vyznamné
asociace mezi fenotypem nemoci a stupném chemorezistence nado-
rové buriky jsou postupné inkorporovany do novych 1é¢ebnych pro-
tokold, které ziejmé povedou k vy$§imu 1é¢ebnému tspéchu. Na
nejvyznamnéjsi objevy z oblasti 1ékové rezistence détskych hemo-
blastéz s praktickym vyuzitim chceme upozornit v nasledujicim
kratkém ptehledu.

Akutni lymfoblastick4 leukémie kojencii je charakterizovdna
$patnou prognézou a vysokou incidenci nezralé CD 10 negativni
ALL(proBALL).Pietersaspol. (6) analyzovali pouzitim MTT
testu prolil in vitro 1ékové rezistence u 395 kojencti s ALL v ini-
cidlni fazi nemoci. Testovali celkem 13 cytostatik: prednizon,
dexametazon, daunorubicin, doxorubicin, mitoxantron, idarubi-
cin, vinkristin, L-asparaginazu, 6-MP, 6-TG, cytarabin, VM-26
a4-HOO-ifosfamid. Déti < 1,5 roku byli vyznamné rezistentngj-
§i na prednizon (>500x), L-asparaginazu (11x), VM -26 (2,7x), ale
signifikantné citlivéj$i na cytarabin (2,3x). U kojencl ve véku
<1 rok autofi prokézali stejny profil Iékové rezistence a na zékla-
dé svych vysledku potvrdili, Ze nepfiznivd progndza kojenecké
A L Lje asociovana s rezistenci na glukokortikoidy a L-asparagi-
nazu. Vysoka in vitro senzitivita na cytarabin byla nedavno potvr-
zena a lécebné vyuzita zafazenim vysoce ddvkovaného cytarabi-
nu a methotrexdtu do novych protokoli pro dospélé pacienty
s ALL s MLL piestavbou (MLL-AF4 fuzniho genu, ktery vznika
jako dusledek t(4;11)). Jelikoz piestavba MLL genu (11q23) je
znaéné frekventni u kojenecké leukémie, velmi vysoka senzitivi-
ta leukemickych bunék k cytarabinu, kterd byla potvrzena se sta-
tistickou vyznamnosti v in vitro testech s jedinym cytostatikem,
se jiz zaCind vyuzivat pfi konstrukci novych 1éCebnych protoko-
14 pro tuto vékovou skupinu (napf. Interfant 99 pro 1é¢bu kojene-
cké leukémie, R. Pieters).

Akutni lymfoblasticka leukémie déti s hyperdiploidnim po¢tem
chromozomii >50 (D N A index >1,16) je dobfe rozpoznanou gene-
tickou variantou, kterd je asociovana s typickym fenotypem (B pre-
kurzorovd AL L), nizkym poétem leukocytti, vékem mezi 1. az 9.
rokem a velmi dobrou prognézou. Velmi dobra prognéza hypen-
diploidni A L L ziistala dlouho bez vysvétleni. Na vzorcich kostni
diené od 16 détis A L L (CD 10+) s hyperdiploidnim po¢tem chro-
mozomu prokdzali Kaspers a spol. (7) jejich vysokou citlivost
k merkaptopurinu (p=0.000003), 6-TG (p = 0.023) a L-asparagi-
naze (p=0.022) v porovnani s nadorovymi bunikami ziskanymi od
détskych pacientl bez hyperdiploidie. Autofi nepozorovali statis-
ticky vyznamny rozdil v in vitro senzitivité k prednizonu, dexa-
metazonu, vinkristinu, daunorubicinu, doxorubicinu, mitoxantro-
nu a vepesidu. Procento bunék v S-fazi bylo vyssi (p = 0.05)
v hyperdiploidnich A L L vzorcich (medidn, 8,5%) nez v nonhy-
perdiploidnich (medidn, 5,7%). Signifikantné vy$si senzitivita leu-
kemickych bunék s hyperdiploidii k antimetabolittim a L-aspara-
gindze je kromé recentné popsaného membranového proteinu
(reduced folate carrier, RFC), kterym methotrexat aktivné vstupu-
je do buriky (schopnost akumulovat aktivni polyglutamovany meta-
bolit MT X)) a RFC gen, jenZ je lokalizovan na 21. chromozomu,
moznym vysvétlenim velmi dobré progndzy pro tuto skupinu dét-
skych pacientt (17). U déti s hyperdiploidni A L Ljsou ¢asto ampli-
fikoviny chromozomy 4, 6,10 a 21 (21. chromozom az u >75%
piipadd hyperdiploidie). Geny, které koduji enzymy zahrnuté do
vnitrobunééného metabolizmu antimetabolitl jsou lokalizovany
pravé na téchto chromozomech. Tato zjisténi dovoluji dnes objas-
nit zvySenou toxicitu nékterych cytostatik (M T X, cytarabin a dau-
norubicin), jejichz metabolizmus je pfimo zavisly na amplifikaci
fidicich gent u pacienti s Downovym syndromem (trisomie 21.
chromozomu). Kromé jiz uvedeného R F C proteinu, ktery je loka-
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lizovan na 21. chromozému (21922.1-22.3) jsou zde umistény i dal-
§i geny, které ovlivituji metabolizmus tvorby toxickych kysliko-
vych radikald (gen pro karbonyl-reduktdzu (CBR), kterd kataly-
zuje redukci daunorubicinu na daunorubicinol a gen pro
superoxid-dismutazu {SOD).

Nicméné, asi 20% pacientd s hyperdiploidii>50 je postizeno relap-
sem onemocnéni i navzdory efektivnosti soucasné 1é¢by. Faktory,
které zodpovidaji za nedobrou prognézu mezi pacienty s hyperdi-
ploidil>50 jsou pfitomnost isochromozdmu 17q, ztrata trisomie obou
chromozomii 4 a 10, zvySené piezivani leukemickych bunék v kul-
tivaénim médiu obohaceném o stromalni faktory (burnky) a mensi
modalni poéet chromozomu (51-55 chromozomil). Vsechny uve-
dené asociace ale jeSté musi byt potvrzeny v dalSich studiich.

Akutni myeloidni leukémie (AML) u déti ma neporovnatelné
horsi prognézunez A L L. Lékova rezistence je vyznamnym limi-
tujicim faktorem uspéSnosti chemoterapie A M L u déti. Soucasna
kombinace chemoterapie je schopna navodit dlouhodobou remi-
si pouze u 30 az 50% déti. Asi20% détis A M Lji po indukéni 1é¢-
bé nedosdhne; ze zbylych déti postihne 40-60% relaps. Schopnost
nadorovych bunék odoldvat uic¢inkiim cytotoxickych latek je jed-
per a spol. (8) pouZzitim kolorimetrického M TT testu u 62 déti
sA M L stanovili in vitro chemosenzitivitu k daunorubicinu, doxo-
rubicins mitoxantronu, 6-TG, etoposidu a cytarabinu. In vitro
chemosenziti vita nekorelovala se Zddnym klinickym znakem (vék,
pohlavi, pocet blasti, FA B klasifikace). Ve skupiné déti se Spat-
nou odpovédi na indukéni chemoterapii byl medidn in vitro rezi-
stence na cytarabin tiikrat vyssi nez ve skupiné s dobrou odpové-
di na lé¢bu. I kdyz tyto vysledky svéd¢i o vyznamné roli 1ékové
rezistence v 1é¢ebném selhani détské A M L, prokdzéani prediktiv-
ni hodnoty zvySené vnimavosti na cytarabin bude nutné jesté
potvrdit.

In vitro 1€kova rezistence jako prediktivni faktor odpovédi na
chemoterapii. Ackoliv byla in vitro analyza 1ékové rezistence
pouzita pro screening novych cytostatik, pfetrvava neochota vyu-
zit vysledkit MTT testu pfi selekci pacientl pro zkousky fize 11
nebo pro adjuvantni chemoterapii, raciondlni zlep$eni soucasnych,
ve vétsiné piipadi empiricky odvozenych 1é¢ebnych rezimi, pro
stratifikaci do rizikovych skupin a pro individualizovanou che-
moterapii. Vysvétlenim muiize byt maly pocet srovnavacich stu-
dii, které mohly odpovédét na nezodpovézené otazky. Kaspers
a spol. (9) studovali vztah mezi in vitro rezistenci k 12 1é¢ivim,
stanovenou pouzitim M T T testu a dlouhodobou klinickou odpo-
védiu 152 déti s nové diagnostikovanou A L L. Pacienti byli roz-
déleni do tii rizikovych skupin na zdklad€ in vitro rezistence
k prednizonu, L-asparaginaze a vinkristinu. Kazda skupina paci-
entl statisticky vyznamné (p<0.01) souvisela s pravdépodobnos-
ti pfeziti bez znamek nemoci (pDFS). Kombinace (suma) dat pro
prednizon, L-asparagindzu a vinkristin umoZznila sestavit tzv. pro-
fil 1ékové rezistence (pro kazdy druh cytostatika byla stanovena
arbitrdzni hodnota 1 pro ,,senzitivni hodnotu LCS ", 2 pro ,inter-
medidrnf LCS " a 3 pro ,rezistentni LCS50"). Pacienti s vysokou
chemosenzitivitou na vSechna tii cytostatika dosahli skére 3, na
rozdil od pacientd s vysokou rezistenci se skore 9. Pravdépodob-
nost DFS ve 3 letech byla 100% pro skupinu s vysokou senzitivi-
tou (20% pacienttl), 84% pro skupinu s intermedidlni senzitivitou
(40% pacientll) a 43% pro skupinu s rezistentn{ senzitivitou
(p<0.001). Pocet udélosti (relapsti) v zdvislosti na skupiné paci-
entd podle hodnoty LCS™ (koncentrace cytostatika, kterd usmrti
50% leukemickych bunék) 1ékové rezistence je uvedena v Tab 1.

Senzitivita Vysokd Intermedidlni Nizka

Skore 3 4 5 6 7 8 9
Pocet 5 18 20 27 23 13 12
Udalost 0 0 4 6 14 6 6
Pomér (%) 0 0 20 22 61 46 50

Uvedeny profil 1ékové rezistence, ktery byl sestaven jako suma
rezistenci tif cytostatik, které maji dominantni postaveni vinduk¢-
ni ¢asti 1é¢ebnych protokold pro AL L se ukdzal (statisticky
vyznamn¢) jako vhodny faktor pro pfedpovéd klinického (1é¢eb-
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ného) vysledku. M T T test se tak jevi jako vhodny faktor pro stra-
tifikaci pacientd do rizikovych skupin. Vysledek MTT testu je
k dispozici jiz za tyden od ziskani leukemickych bunék od paci-
enta a dovoluje ptipadnou v€éasnou zménu 1é¢by. Uvedené vysled-
ky by mohly vyprovokovat dals$i raciondlni studie, které snad
povedou ke zvySeni i¢innosti soucasnych lé¢ebnych rezimd.

Akutni lymfoblasticka leukémie s TEL-AMU (ETV6-CBFA2
fiize) reprezentuje dalsi prognosticky dobrou podskupinu ALL
z prekurzorovych B lymfocyti, tvotici 25% ptipadd s timto feno-
typem a téméf 60% déti s chromozomélnimi abnormalitami zahr-
nujicimi oblast 12p (10). I kdyZ genetickd leze vznika dusledkem
t(12;21), tuto translokaci pouzitim standardnich cytogenetickych
metod nelze kvili zietelné podobnosti segmentti chromozomi
zahrnutych do této prestavby detekovat. Jejich detekce vyzaduje
pouziti fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), Southern blot
analyzu nebo RT-PCR metody (11). Pacienti s touto piestavbou
jsou charakterizovéni ptiznivym vékem (1-9 let), nonhyperdiplo-
idnim karyotypem a zvySenou frekvenci exprese asociovanych
myeloidnich antigenti (CD13 a CD33). Ramakers-van Woerden,
N.L.aspol. (12) analyzovali in vitro rezistenci 180 détskych paci-
entd s ALL, ze kterych 51(28%) bylo pozitivnich pro t(12;21).
Medidn in vitro hodnot LCS™ pro jednotliva cytostatika (predni-
zon, dexametazon, daunorubicin, thiopuriny, epipodofylotoxiny
a 4-HOO-ifosfamid) se vyznamné nelisil v obou skupinach dét-
skych pacientii s TE L-AML 1 pozitivitou a negativitou. Nicméné
TEL-AM L1 pozitivni pacienti byli relativné citlivéjsi k L-aspa-
ragindze (5,9x; p = 0.029) a nepatrné rezistentné|si k vinkristinu
(1,5x; p=0.011) a cytarabinu (1,5x; p = 0.014). Po vytvoieni sku-
pinydétis T E L - AM L 1 negativitou, do které nebyli zatazeni paci-
enti s vékem <12 mésicti, CD 10 negativni BC P- A LL (prekurzo-
ry z B lymfocytarni linie), pozitivitou Ph chromozomu
a s hyperdiploidii >50 - jedinou zbylou vyznamnou diferenci
ziistala relativni senzitivita k L-asparagindze (10,8x; p = 0.012).
Autofi tim ve své praci prokdzali, ze pfitomnost TEL-AML 1 pie-
stavby u détské BC P - AL L neni, s vyjimkou L-asparaginazy, aso-
ciovana s vyssi in vitro 1ékovou senzitivitou. Tyto zavéry objas-
fuji, pro¢ u pacientd, ktefi byli 1é¢eni relativné intenzivnéj$imi
1écebnymi rezimy (vyss$i celkovd ddvka L-asparagindzy) byly
dosazeny vyznamné lepsi 1é¢ebné vysledky (napi. DCSLG ALL-
VII protokol a protokoly St. Jude Childrenes Research Hospital
proTEL-AML 1 pozitivni ALL).

Rozdilna in vitro antileukemicka aktivita prednizonu a dexa-
metazonu u déti s akutni lymfoblastickou leukémii.
Glukokortikoidy (GCs), které byly zavedeny do onkohematolo-
gické praxe jiz poc¢atkem 50. let, jsou vysoce ucinné latky v 1é¢-
bé akutni lymfoblastické leukémie ackoliv v monoterapii neve-
dou k dlouhodobému vylé¢eni. Mechanizmus u¢inkd spocivé
v difuzi G Cs pfes cytoplazmatickou membranu a navazani se na
cytoplazmatické receptory (GCRs). GCs-G CR komplex je pie-
mistén do jadra, kde se vaze na DN A a aktivuje fadu GCs res-
ponsivnich gent. U GCs senzitivnich leukémii je hlavni buné¢-
nou odpovédi indukce apoptdzy, ackoliv GCs ne vzdy indukuji
bunéénou smrt a mohou uplatnit svoji biologickou aktivitu ces-
tou indukce/represe exprese jinych gend a proteind. Napiiklad
dexametazon miZe snizit expresi mdr gend u rezistentnich bunék
a tak zvysit jejich senzitivitu k chemoterapii. Bohuzel vyznamna
Cast pacientt vykazuje primérni ¢i sekundérni rezistenci na kor-
tikoidy. Naptiklad 80% pacientti odpovida na inicidlni monote-
rapii kortikoidy, zatimco pouhych 35% odpovédi bylo zazname-
nano u déti s relapsem A L L. Rozsah mechanizmi rezistence na
G Cs byl popsan a zahrnuje mdr Izprostiedkovany eflux GCs s obé-
ma 11- a 17-hydroxyl skupinami, aberantni G CRs, pozménénou
expresi heat shock proteind: hsp90, hsp70 ajiné.

Z klinického hlediska je zasadné dulezité predpovédét paciento-
vu odpovéd na GCs. Existuji dvé zékladni otdzky, na které je nut-
né hledat odpovéd: 1) zda kazdy jednotlivy pacient odpovidd na
1é¢bu kortikoidem; 2) zda je u jednotlivého pacienta rozdilnd odpo-
véd na riizné derivaty kortikoidi, napt. prednizon (PRED) versus
dexametazon (DEX). Za ucelem predikce a nasledné stratifikace
pacienti na respondery a nonrespondery na PRED v in vivo pod-
minkach vytvofila skupina Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) pro
détskou leukémii ,, PRED okno,,. V podstaté jde o jednotydenni
monoterapii PRED, kde hodnotou uréujici klinickou odpovéd je
redukce absolutniho poétu blasti (ANB) v pacientové krvi pod
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(PRED®/DEX®), senzitivnich na PRED ale rezistentnich na DEX (PRED /DEXR)
rezistentnich na PRED ale senzitivnich na DEX (PRED"/DEX?), pacientii rezi-
stentnich na PRED i DEX (PRED"/DEX") a celkové procento déti zahrnutych do
studie s opacnou in vitro odpovédi na oba testované glukokortikoidy
(PRED"*/DEX").

1000/mm’ 8. den 1é&by. Celkovy podil odpovidajicich pacienti
byl 92%, vétsina nonrespondert byli chlapci, déti s vysokym
poctem leukocytii a pacientis T- ALL. Nonrespondetijsou léce-
ni agresivnlmi protokoly. Nicméné nékteii z pacientli nebyli vhod-
ni pro ureni P RE D responderstvi, protoze]ejlch inicialniANB
je pod 1000/mm Dalsi asili bylo zaméfeno k vyloucenl komph—
kaci pti stanoveni GC odpovédi in vivo a byly vyvijeny nové meto-
dy stanoveni v in vitro podminkach.Ty zahrnovaly kvantifikaci
OCRSs v cytoplasmé naddorovych bunék, aktivaci a translokaci G C-
G CR komplexti a indukci D N A fragmentace, kterd nasleduje po
1é¢bé steroidy. AvSak predikce pacientovi odpovédi zalozené na
vySetienich v in vitro podminkdch méla variabilni dspéSnost
a/nebo in vitro analyzy nebyly vhodné pro rutinni klinické pouzi-
ti pro jejich vysokou cenu a pracovni naro¢nost. Nicméné pfed
nékolika malo lety byla pfedstavena poloautomaticka in vitro M TT
assay analyzujici 1ékovou rezistenci v nddorovych buikach. Jde
o finan¢né tinosny cytotoxicky test, ktery urCuje koncentraci 1éku
smrtici 50% leukemickych bunék v in vitro podminkdch. I pies
fakt, Ze tato analyza postihuje jen bunéény mechanizmus rezi-
stence na G Cs, zkouska ukazala signifikantni asociaci mezi in vit-
ro senzitivitou na PR E D a dlouhodobym piezivanim pacientii
sALL. Tato analyza také demonstruje silnou korelaci mezi anti-
leukemickou aktivitou PRED a D E X a poskytuje tak nepfimy
dikaz, ze nahrazeni PR E D dexametazonem by nemélo zvysit pro-
cento GCs odpovédi in vivo. ACkoliv pozitivni korelace mezi
PREDaDEXLCS, bylanalezenaiv naistudii, hladina vyznam-
nosti byla mnohem nizsi nez v pracech Kasperse a spol. (12) a Ita
a spol. (13). Mimoto jsme nalezli podstatnou ¢dst pacientl s roz-
dilnou in vitro odpovédi na PRED a DEX (Obr. 1).

Vysettili jsme celkem 53 déti s nové diagnostikovanou AL L. Ze
souboru jsme pozdé&ji vyloucili pacienty s inicidlni AN B =0 (4;
8,7%) a déti, jejichz umrti nebylo v pfimé souvislosti s AL L (3;
5,7%). Ve zbylé skupiné 46 pacienti jsme analyzovali rezistenci
na kortikoidy in vitro a zdkladni hematologické parametry (AN B
vden 0, AN B v den 8, procento blastti v kostni dieni den 15 a 33
a celkovy pocet leukocytl pti diagndze). Abychom mohli 1épe
charakterizovat redukci nadorové masy byl zaveden novy para-
metr nazvany clearance blast 8.den (BCC8). BCC8 je spocitin
z ANBO a ANBS s pouzitim nésledujici rovnice: BCC8(%) =
ANBS8:ANBOx100.

VYSLEDKY

1) Korelace hodnot PRED a DEX in vitro 1ékové rezistence
s charakteristikou pacienta.

Multivaria¢ni korela¢ni analyza (Pearson product-moment corre-
lation) byla pouZita k nalezeni pozitivnich nebo negativnich kore-
laci mezi PRED a/nebo DEX'LCS, , ANBO, ANB8 a BCC8.
Potvrdili jsme pozitivni korelaci mezi hodnotami DE X a PRED
LCS,, (r=0,4497; p<0.002), pfesto hladina vyznamnosti je mno-
hem nizéi nez ve V)’lée uvedenych publikacich (12, 13). Ackoli
nebyla nalezena signifikantni vazba mezi PRED/DEX in vitro
odpovédi a ANBS8, PRED LCS. | signifikantné koreloval s clea-
rance blastt (r=0, 3340; ;p<0.02). Nicméné korelace BCC8sD E X
LCS,, nebyla 51gn1ﬁkantn1

2) Invitrorezistence na glukokortikoidy.

Stanovené hodnoty pro in vitro rezistenci/citlivostna PRED/DEX
byly uréeny zafazenim pacienti do dvou skupin Jako senzitivni
(66%; hodnota LCS |, <12,0/0,15 g/ml) a rezistentni (33%; hod-
notaLCS, > 12/0 15 g/ml) Nicméné vyznamna ¢ast déti vyka-
zovala rozdilnou in viro citlivost na PRE D/DEX (21 déti; 30%).
Deset pacientti (14%) bylo senzitivnichna PRED a rezistentnich
naD EXal1(16%) bylo rezistentnich na PRED a rezistentnich
na DEX (Obr. 1).

3) U¢inek kryoprezervace CCRF-CEM bunék na protiniado-
rovou chemoterapii in vitro

I kdyZ jsme potvrdili signifikantni korelaci PREDa DEX LCS
na leukemlckych bunkdch od nasich pacient(i, byla zde ¢ast pa01—
entl s rozdilnou senzitivitou na PRED versus D E X.. To odporo-
valo diive publikovanym tdajim (12,13). Pokud budeme analy-
zovat ob¢ tyto prace, zjistime, Ze experimenty byly provedeny
s kryoprezervovanymi a dlouho transponovanymi butikami paci-
entl, zatimco v nasi studii byly pouzity pouze Cerstvé izolované
buriky. Na modelu T-lymfoblastické bunééné linie CCRF-CEM
jsme dokdazali, ze kryoprezervace snizuje (p<0.01) PRED rezi-
stenci v porovnani s 1ékovou rezistenci analyzovanou na Cerstvé
ziskanych burikdch. K naSemu pfekvapeni rozdilnd hodnota LC S,
na Cerstvych a kryoprezervovanych buiikdch nebyla pozorovana
mezi dal§imi protinddorovymi léky (D EX, vepesid, daunorubicin,
vincristin, L-asparagindza, cytarabin, 6-TG, mitoxantron, fluta-
rabin, cisplatina, cladribin). Ptedpokladame, Ze vysvétlenim toho-
to jevu by mohlo byt odlisné zpracovani leukemickych bunék
v nasich (Cerstvé buniky) ajinych studiich (kryoprezervace nebo
dlouhotrvajici transport), ¢ehoz nasledkem je zvySena senzitivita
kryoprezervovanych nadorovych bunék na PRED. Piedpokldda-
me, Ze moznym vysvétlenim této skute¢nosti by mohl byt defekt
energetického metabolizmu kryoprezervovanych nebo dlouho
transponovanych bunék, ktery vede ke sniZeni intracelularniho
AT P - zdroje energie pro bunécné 1ékové transportéry (Pgp, MR P
aj.). Opakovana manipulace s butikou mize byt rovnéz pti¢inou
snizené vnimavosti na PR E D indukovanou apopt6zu.

Némi identifikovana podskupina pacienti (30%) s odlisnou in vit-
ro vnimavosti na PR E D v porovnani s D E X nebyla jinymi auto-
ry potvrzena. NaSe ptivodni doporuceni - respektovat individudl-
ni in vitro vnimavost na G Cs pfi konstrukci novych 1é¢ebnych
rezimi neztistalo dlouho bez odezvy. V novém protokolu pro 1é¢-
bu kojenecké ALL (INTERFANT 99 - R. Pieters) je PRED
v tydenni cytoredukéni fazi nahrazen D E X, ktery je podavan az
do konce redukce (8.- 34. den). Identickou tipravu indukéni ¢as-
ti nového protokolu AL L-BFM 99 pouzil i H. Gadner. Nésledna
aplikace obou forem G Csjiz v pribéhu indukce by méla podstat-
n¢ eliminovat obé podskupiny blastli. Ve vétsin€ stavajicich pro-
tokoluje glukokortikoidem prvni volby prednizon adexametazon
je zatazen do l1é¢ebného planu az ve fazi reindukce (zkracena for-
ma indukce kde PR E D je nahrazen D EX) . Hlavnim vyznamem
nové 1écebné strategie je casné zarazeni (stiidani) obou forem
GCs v dobé (indukce), kdy leukemické buriky jsou stéle jesté pti-
tomny ve vét§im objemu.

ZAVER

Na prvnim misté by se in vitro analyza bunécné 1ékové rezisten-
ce méla stat prognostickym faktorem, ktery mize byt vyuzit pro
stratifikaci pacientti s leukémii do rizikovych podskupin
a k nasledné adaptaci chemoterapie ve vztahu k riziku selhdni.
Dobré prognostické faktory jsou vzacné u AM L. N¢které chro-
mozomalni abnormality [/invl6, t(15;17) a t(8;21)/] maji pro-
gnostickou vyznamnost, ale vyskytuji se jen u minority pacientt
SAM L. Nicméné pfed prohlaSenim Iékové rezistence za nezavis-
1y prognosticky faktor u détské AM L, by méla byt provedena mul-
tivaria¢ni analyza i dalSich potencidlnich prognostickych fakto-
ri. Vyuziti analyzy 1ékové rezistence se nabizi pfiindividualizaci
(,,usiti na miru") chemoterapie nebo konstrukci 1é¢ebnych rezi-
mu pro rizné podskupiny pacientd. Tato koncepce je zaloZend na
skute¢nosti, ze 1¢kova rezistence je odlisnd mezijednotlivymi pod-
skupinami A M L (napf. ur¢ené podle F A B klasifikace). Na uve-
deném piehledu u déti s A L L je dostate¢né dokumentovano, ze
prognosticky signifikantni vazby mezi 1ékovou rezistenci a nékte-
rymiklinickymi/laboratornimi znaky (v€k, imunofenotyp nebo
D N A ploidie), dnes umoziiuji uréit pro jednotlivé podskupiny
pacientt tzv. profil rezistence. Na zdkladé tohoto in vitro profilu
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rezistence mize byt chemoterapie piizptisobend pro jednotlivé
podskupiny nebo i pro individudlniho pacienta. Henze a spol.(3)
tento princip stratifikace sice potvrdili ve skupiné déti s ALL
s vysokym rizikem relapsu, ale 1é¢ebné vysledky déti 1é¢enych
standardnim protokolem nebyly vyznamné hor$i. Za racionalni
1é¢ebny postup u téchto pacientt, u kterych Spatnd prognéza neni
zplisobend pouze $patnou vnimavosti na chemoterapii se dnes
povazuje vyuziti in vitro analyzy l1ékové rezistence pii vybéru
kombinace cytostatik pro paliativni 1é¢bu. MTT test 1ze rovnéz
s ispéchem aplikovat pro vybér vhodnych pacient( pro fazi I1kli-
nickych testt s novymi protinddorovymi léky, ale i pro jejich
samotny screening.

Rozhodujicim cilem vyzkumu in vitro 1ékové rezistence je dalsi
zlepSeni 1é¢ebného uspéchu détskych nadorovych onemocnéni
nejenom z pohledu ¢innosti, ale i s ohledem na mozné nezadou-
ciuéinky.
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VYUZITI BUNEK Z{SKANYCH Z MALIGNICH VYPOTKU K VEDENI LECBY PACIENTU
S POKROCILYM NADOREM

USE OF MALIGNANT EFFUSIONS FOR GUIDANCE IN THE TREATMENT OF ADVANCED
CANCER

KRASNA L., MATOUSKOVA E.’, JANOUSEK M.’, DUDORKINOVA D., PETRUZELKA L.'
ONKOLOGICKA KLINIKA VFN A I.LF UK, PRAHA

" USTAV MOLEKULARNI GENETIKY AV CR, PRAHA

, GYNEKOLOGICKO-PORODNICKA KLINIKA VEN A 1. LF UK, PRAHA
PATOLOGICKO-ANATOMICKY USTAV VEN A 1. LF UK, PRAHA

Souhrn: Bylo zpracovano 34 bfiSnich a 24 hrudnich vypotki pacientti s nadorovym onemocnénim. U jedné Ctvrtiny z t€chto \?’rpotkﬁ
byla cytologicky potvrzena pritomnost malignich bun€k. Byla vypracovéna metoda k jejich izolaci od %ﬁmésnych benignich elemen-
ti. U 11 brisnich a 6 hrudnich \Q'f%otkﬁ umoznilo izolované mnozstvi nadorovych bunék provedeni M T T testu chemorezistence vi¢i
cytostatikiim. Vétsina provedenych testii slouZila k vyvoji metodiky a k uptesnéni in vitro kritické koncentrace cytostatik, pfi které
dochdzi k manifestaci cytotoxickych tcinkii. Pedb&Zné vysledky ukazuji, Ze citlivost nddorovych bunék viici cytostatikiim in yitro je
jejich dalsi biologickou charakteristikou zavislou pravdépodobné na stadiu nemoci a predchozi 1é¢bé. Vyvinutd metodika nyni slouzi
k ;égk;ivéni dalsich dat, kterd umozni ovéfit, zda existuje korelace mezi odpovédi izolovanych bunék v in vitro testu a 1é¢ebnou odpo-
védi in vivo.

Kli¢ové slova: maligni vypotek, MTT test chemorezistence in vitro

Summary: Thirty-four abdominal and twenty-four pleural effusions were tested for the presence of malignant cells to examine the
posmblht%_/ of using isolated malignant cells to guide the treatment of oncology patients. Malignant cells were cytologically confirmed
1n 25% of the examined effusions. A method to isolate these cells devoid of benign cells was developed. The in vitro M TT chemore-
sistance test of cells to cytostatic agents was performed with cells from 11 abdominal and 6 pleural effusions where sufficient number
of cells was obtained to conduct the test. The tests helped improve the method and find the concentrations of cytostatics that (\ivere edfﬁ-
ents is case-dependent

cient in vitro. Preliminary results show that the in vitro sensitivi%/resistance of maltiﬁnant cells to cytostatic
and depends on the stage of the disease and previous treatment of the

atient. The method will be used to study the correlation betwe-

en the in vitro response of isolated malignant cells to cytostatics and the response of a patient to the same drugs.
Key words: malignant effusions, M T T test of chemoresistance in vitro

tvod

Nédorova onemocnéni jsou charakterizovana Sirokou variabilitou
klinického vyvoje. Pribéh neléteného onemocnéni 1ze pfedpo-
védét pomoci prognostickych faktord. Volba uéinné systémové
1é¢by je zalozend na vyuziti prediktivnlch faktort, které umozni
identifikovat nemocné jeZ budou mit ze stanoveného postupu nej-
vétsi prospéch. Snahy onkologti o Uspésnou 1é¢bu nadorovych
onemocnéni proto vedou k trendu individualizace 1é¢by pacientl
s vyuzitim biologickych vlastnosti nadorti, detekovatelnych diky
rychlému vyvoji molekuldrné-biologickych metod. Jednou
z nepfiznivych vlastnosti nddorovych bunék, kterd mtize limito-
vat terapeutickou odpovéd pacienta, je plivodné geneticky pod-
minénd ¢i v pribéhu 1é¢by ziskand rezistence bunék vii¢i chemo-
terapeutickému agens. Jenom na urovni bunky je mnoho
mechanizmi, které mohou tuto rezistenci navodit. Je to sniZeny
vstup ¢i zvySené vyluCovani cytostatika burikou, snizena schop-
nost aktivace ¢i zvySend schopnost inaktivace 1éku bunéénym
enzymatickym mechanizmem, snizena ¢i zvySena hladina cilo-
vého enzymu v buiice, ¢i jeho zménéna struktura, zvySend schop-
nost opravy lékem navozené D N A poruchy, zména v apoptotic-
ké signdlni draze a dal8i (pro ptehled viz Tannock et al. 1998 ).
Pomoci molekularné biologickych metod lze dneska tyto jednot-
livé poruchy detekovat. Nabizi se vS§ak moznost detekovat rezi-
stenci, podminénou na bunééné Grovni, jedinym testem a to pfi-
mym testem chemorezistence malignich bunék in vitro. Existuje
nékolik zptisobu testu chemorezistence in vitro o jejichz pied-
nostech i nedostatcich bylo napsano jiz mnoho ¢lankid (Bellamy
1992, Fruehauf 1993, Von Hoff 1990a, Wrisenthal 1991, Cree IA
et al. 1997 a fada dalsich). Z praktického hlediska je nejvyhodnéjsi
MTT test chemorezistence (Black et al. 1954, Carmichael et al.
1987). Je zalozeny na testovani viability bunék, které byly vysta-
vené pusobeni cytostatik. Mitochondridlni enzym sukcinyl dehyd-
rogendza viabilnlch bunék redukuje Zlutou tetrazoliovou sil na
tmavé modré, ve vodé nerozpustné krystalky. Po rozpusténi téch-
to krystalkdl lyzaénim roztokem je spektrofotometricky méfend
opticka denzita roztoku ukazovatelem mnoZzstvi pfezivajicich,
resp. metabolicky aktivnich bunék. Nedostatkem M TT testu je,
Ze nedokdze odlisit metabolickou aktivitu pfimésnych benignich
bunék v kultufe a ze nedokdze rozeznat buitku docasné metabo-
licky inaktivni (cytostaticky u¢inek 1éku) od trvale inaktivni, defi-
nitivné poskozené buiiky (cytotoxicky u¢inek). Obecné muiZe tes-
tovani chemoterapeutik in vitro selhdvat zejména na téchto
klicovychkrocich:izolace a identifikace nddorové bunécné popu-

lace pro in vitro test, uchovani aktivity chemoterapeutik in vitro
a pouziti takové koncentrace a délky expozice cytostatik in vitro,
které by simulovali podani 1éku in vivo.

V systémové chemoterapii nddorovych onemocnéni se standard-
né vyuzivaji v klinickych studiich ovétené rezimy. P¥i selhani 1é¢-
by prvni, druhé, nebo vys$si fady je vybér chemoterapie omezen
a volba 1é¢by neni standardné urcena.

U ¢asti nemocnych se recidiva manifestuje malignim vypotkem.
Cilem této prace proto bylo prozkoumat moznost pouziti buné¢k
izolovanych z malignich vypotki téchto pacientt k vedeni jejich
dalsi 1écby.

V tomto ¢lanku pfind$ime metodiku nasi prace, kterou vyvijime,
konzultujeme a upravujeme jiz del$i dobu a nase experimentalni
vysledky a zkuSenosti za prvni rok. Diskutujeme jejich vypovéd-
ni hodnotu.

Metody

Izolace malignich bunék z vypotki

Vypotky byly ziskané standardné provedenou hrudni &i biisni
punkci nemocnych onkologické kliniky ¢i gynekologické kliniky
VFNal.LFUK.Prvnich 500 ml punkto vané tekutiny bylo zachy-
ceno sterilné do infusni 1dhve. Vzorek punktdtu byl zaslan ke stan-
dardnimu cytologickému vySetieni. Vypotek byl do zpracovani
skladovan v pokojové teploté, v ptipadé Ze Slo o hemoragicky,
nebo vysoce viskdzni vypotek, bylo do néj ptidano 5-10 ml Hepa-
rinu 25-500 tis. m. j. Po centrifugaci vypotkd pti 150 g byl sedi-
ment promyty v proplachovacim médiu a opét centrifugo van. Sedi-
ment byl resuspendovan v malém objemu kultiva¢niho média,
opatrné nanesen na vrstvu Percollu (Pharmacia Fine Chemicals)
o hustot¢ 1,05 g/ml. Poté probéhla gradientova centrifugace 10
min pii otd¢kach 2000 g. Po skonceni centrifugace byl viditelny
na dné konické zkumavky sediment erytrocytti a bilych krvinek.
Narozhrani Percollua médiabylv pfipad€ pritomnosti malignich
bunék ve vypotki vytvoien bily prstenec. Ten byl izolovdn hru-
bou sterilni jehlou (0,9x70 mm, Braun) a zbaven zbytkd Percollu
promytim v proplachovacim médiu a centrifugaci. V piipadé
masivni hemordagie byla procedura s Percollem opakovéana 2-3-
krat. Po proplachu byly izolované buriky resuspendované v kul-
tivatnim médiu, spocitané v Blirkerové komtirce (Meopta) a vzo-
rek byl opét odeslan na cytologické vySetfeni.

Jako kultivaéni médium bylo pouzivano R P M1 1640 médium dopl-
néné glutaminem (150 mg/500 ml média, Sevac), antibiotiky
(penicilin a streptomycin, Biotika), 10% teleciho séra (ZVOS
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Tab.l: Zdroje vypotkti vzhledem k ptivodni diagnose nemoci, jejich malignita a vyuZzitelnost pro test

Biisni vypotky
lokalizace nadoru pocet pacientli |pocet malignich vypotkii  pocet ispésné provedenych testu
ovarium 14 3 3 (Asc 54, Asc 58, Asc 65)
pankreas 6 2 0 (nedostatek bunék)
kolorektalni karcinom 3 0 0
mlécna Zlaza 2 1 0 (nedostatek bungk)
ledvina 2 0 0
plice 0 0
pleura 0 0
Zaludek 1 1 (Asc17)
Zluénik 2 2 (Asc 28, Asc 29)
jatra 0 0
ovarium + mlécna Zlaza 1 0 (nedostatek bunék)
neznamy primarni nador ? 2 (Asc 18 Asc 22)
spolu 34 12 8

Hrudni vypotky

lokalizace nadoru pocet pacientli  po&et malignich vypotkil |po&et isp&%né provedenych testl
miééna Zlaza 12 7 3 (PL 6, PE 7, PE 8)
ovarium 2 1 0 (malo bunék)
neznamy primarni nador 2 2 0 (kontaminace; nedostatek bunék)
mlécna Zlaza + ovarium 1 1 0 (malo bungék, sferoidy)
mlé¢na Zlaza + endometrium 1 1 0 (malo bungék, sferoidy)
endometrium 1 1 0 (sferoidy)
pilce 1 1 1(PE22)
pleura 1 1 1(PE9)
brzlik 1 1 0
NH lymfom 1 1 1 (PE 38)
liposarkom plicnl metastazy 1 0 0
spolu 24 17 6

Hustopece), 2% embryondlniho teleciho séra (Sigma), 0,195%
NaHC0,,0,02 M TES, N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-
ethane sulfonic acid, Serva). Pomoci NaO H bylo pH média upra-
veno na 7,4.

Jako oplachovaci médium bylo pouzivano H-M E M d médium s 2-
nasobné koncentrovanymi antibiotiky (penicilin a streptomycin).
Percoll (Pharmacia), pivodni koncentrace 1,13 g/ml, byl na kone¢-
nou koncentraci upraven natedénlm standardnim solnim rozto-
kem (PBS).

K centrifugaci vypotkti byly pouzité 50 ml sterilni centrifugacni
polypropylénové zkumavky (NUNC) ak vysokootidckové gradi-
entové centrifugaci byly pouzité 15 ml steriini centrifugaéni poly-
propylénové zkumavky (NUNC). Percoll tvofil 2,5 ml objemu,
na to bylo opatrné naneseno 10 ml bunééné suspenze.

P¥iprava bunék na test

Ziskana buné¢nd suspenze byla fedéna v kultivaénim médiu na
koncentraci 5x 10° bundk/ml. Osmdesit ml této suspenze bylo
pipetovano sterilni $pi¢kou a mikropipetou (Gilson, 100-200 ml)
do vnitinichjamek (vSechny kromé Al1-12,HI1-12,B-G1aB-G12)
96 jamkové sterilni desticky (N UN C, déle jenom desti¢ka) s kul-
tivaéni upravou povrchu jamek. Zevni, prazdné jamky, byly zapl-
néné 100 ml kultivacniho média a pii méfeni vysledku byly pou-
Zité jako pozadi.

Aplikace cytostatik

Cytostatika byla aplikovana bezprostfedné k pipetované bunécné
suspenzi. Celkovy objem cytostatik byl 20 ml. Pro odvozeni in vit-
ro testované koncentrace byla pouzita hodnota maximalni dosa-
hované plasmatické koncentrace cytostatika v krevni plasmé paci-
entll (peak plasma concentration =ppc), pro piehled jsou uvedeny
v tabulce ¢.2. Zéasobni roztok v koncentraci 100-ndsobku ppc se
ukazal pro vétsinu cytostatik jako vhodna koncentrace k dlouho-
dobému uskladnéni (6 mésici) pii -70 ° C bez poSkozeni aktivity
latky (Bosanquet 1986, Bosanquet 1996, Hunter et al. 1994, Von
Hoff DD et al. 1983, Weisenthal et al. 1983). Redéni cytostatik
probihalo bezprostfedné pied jejich aplikaci do testovaci desticky.
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V kazdém tadku (vyjma prvniho A1-12 aposledniho H1-12) byla
testovana ucinnost jednoho cytostatika v riiznych koncentracich.
Maximalni testovand koncentrace chemoterapeutika byla rovnéz
pfiddna k prvni jamce svého fadku, bez bunék, aby pti vyhodno-
covani testu bylo mozno odecist zménu optické denzity, kterou
zpUsobuje cytostatikum samotné. Vybér cytostatik se fidil mnoz-
stvim ziskanych malignich bunék, histologii pivodniho nadoru
a predchozi 1é¢bou pacienta. Celkoveé bylo mozno v in vitro systé-
mu testovat tyto cytostatika, které nepotiebuji ke své aktivaci jater-
ni enzymaticky systém organizmu: doxorubicin, epirubicin, 5-flu-
orouracil, gemcitabin, cisplatina, karboplatina, paklitaxel,
bleomycin, topotekan, vinblastin, vinkrisun, vinorelbin, dakar-
bazin (po jednohodinové aktivaci na pfimém sluneénim svétle,
Von Hoffetal. 1990b), etoposid, teniposid, mafosfamid (in vitro
aktivni analog cyklofosfamidu). Vyrobci pouzivanych substanci
jsou uvedeni v tabulce ¢.2. Po pipetovani cytostatik byla desticka
jemnym zatfesenim promichand a uchovavana za standardnich
kultivaénich podminek (37°C, 3,5% C0,) po dobu 72 az 96 hodin.

Tab.2: Pouzivané cytostatika a predpoklidana ppc.

chemicka latka obchodni piipravek a vyrobce predpokladand ppc
bleomycin Bleocin, Nippon Kayaku Co Ltd 2ug/ml
cisplatina Platidiam, Lachema Sug/ml
karboplatina Cycloplatin, Lachema 20 pg/ml
doxorubicin Doxolem, Medicom International s.r.o. 0,5 pg/ml
epirubicin Farmorubicin, Farmitalia Carlo Erba 0,5 pug/ml
5-fluorouracil Fluoro-uracil, Roche 30 pg/ml
gemcitabin Gemzar, Lilly France S.A. 30 pg/ml
vinblastin Vinblastin, Gedeon Richter Ltd. 1 ug/ml
vinkristin Vincristin, Gedeon Richter Ltd. 0,5 pug/ml
vinorelbin Navelbine. Pierre Fabre Oncologie 2 ug/ml
dakarbazin Dacarbazin, Lachema 15 pg/ml
topotekan Hycamtin, Smith Kline Beecham 1 pg/mll
paklitaxel Taxol, Bristol Myers-Squibb 10 pg/ml
mafosfamid Mafosfamide-L-Lysine, ASTA Medica AG 1 ug/ml
etoposid Vepesid, Bristol Myers-Squibb 40 ug/ml
teniposid Vumon, Bristol Myers-Squibb 20 pg/mll




Ptiloha ¢.3:

PE 6 82letd pacientka, karcinom prsu diagnostikovan v prosinci 1997 ve stadiu T4AN2M 1 (postizeni
nadkli¢kovych uzlin). Do srpna 1998 nemoc stabilizovand poddvanim Tamoxifenu. Pti lokoregiondlni
progresi pak horrnonoterapie zménéna na Arimidex. V bieznu 1999 se objevil hydrothorax (z tohoto
vypotku izolovén vzorek PE 6), pacientka za nékolik dni umiela po embolizaci do plic.

PE 7 - 66letd pacientka s duktdlnim, invazivné rostoucim karcinomem prsu po ablaci a exenteraci uzlin
v roce 1987. Absolvovala adjuvantni chemoterapii C M F (6 cyklii) a lokoregionalni aktinoterapii. V
roce 1996 pro suspektni recidivu (plicni nélez) pokradovala chemoterapii FA C a hormonoterapii Tamo-
xifenem. V bieznu 1999 ndlez na plicich progredoval, objevil se fluidothorax, doslo k celkovému zhor-
Seni stavu. Brzo po evakuaci vypotku (PE 7) doslo k umrti pacientky.

PE 8 - 47letd pacientka po ablaci prsu pro karcinom v tnoru 1995 (pT2 NO M0). Adjuvantné podand
chemoterapie CM F. V tnoru 1999 relaps nemoci s postizenim mékych tkédni v oblasti nadkli¢ku, hyd-
rothorax. Jeho evakuaci byl ziskdn vzorek PE 8, malignita vypotku cytologicky potvrzena. Pacientka
zahdjila chemoterapii FAC, na které doslo ke kompletni regresi nemoci. Od jejiho skonéeni sledovana,
bez zndmek nemoci.

Asc 17 - 56lety pacient s karcinomem Zaludku po gastrektomii v bfeznu 1998, s infiltrovanymi peri-
gastrickymi uzlinami, misty s extrakapsuldrnim Sifenim. Absolvoval poopera¢né chemoterapii ELF 6-
krét. Od listopadu 1998 pokracoval chemoterapii F U F A do tinora 1999. V bfeznu 1999 ptichdzi na nasi
kliniku s recidivou procesu v bfise, sahajici az do malé panve as bfisnim vypotkem. Jeho evakuaci byl
ziskdn vzorek Asc 17. Tumordzni masa zpUsobila oboustrannou hydronefrézu, pro kterou nebylo moz-
né pokraCovat v chemoterapii.

Na uvedenych grafech je vysledek testu rezistence nadorovych bunék vii¢i doxorubicinu (doxo), 5-fluo-
rouracilu (5-FU), gemcitabinu (gem), cisplatina (cisPt) a paklitaxelu (ptx). Na ose x jsou v logaritmic-
kém méfitku vyneseny koncentrace, ve kterych byly latky testovany (jako ndsobek ppc). Na ose y je vyne-

seno procento viabilnich bunék.

p Legenda u grafu Asc 17 je spole¢nd
| 110% - ~ASC = #— JOX0 pro vSechny Ctyfi grafy. Rezistence
i 98 ”ﬁ L/ A bunék vzorku PE7 a Asc 17, které pat-
70% 4 cisPt fili vice predlé¢enym pacientiim, je
5 U”; znatelné vyssi. Buriky PE 8 jsou in
27 e G U vitro citlivé vii¢i doxorubicinu i 5-flu-
30% orouracilu, viabilita bunék v téchto
10% —4—gem substancich kles4 jiZ p¥i nizkych kon-
[ -10% centracich. Analogicky tomu paci-
0,01 0,1 1 10 100 —#—ptx entka reagovala na chemoterapii

— - — F A C kompletni regresi nemoci.

MTT test
Po skon¢eni inkubace bunék s cytostatiky (72-96 hod) bylo do
kazdé jamky ptiddno 10 ml M T T roztoku (3-[4,5-dimefhylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma), Cerstvé pii-
praveného v koncentraci 5 mg/ml PBS a filtrovaného ptes 0.2 mm
filtr (Millipore). Po 6 hodindch inkubace v37°Ca3.5% CO, byla
pod invertovanym mikroskopem s fizovym kontrastem (Olym-
pus CK2) hodnocena v kazdé jamce pfitomnost bunék, jejich via-
bilita a disledn¢ zkontrolovano jestli nedoslo ke kontaminaci
jamek (bakteridlni ¢i kvasinkovad kontaminace, mikroskopicky
dobfe detekovatelnd, mé zdsadni vliv na vyslednou optickou den-
zitu jamky, ve které se nachdzi). VSechny odchylky byly peclivé
zaprotokolovany a brany v tivahu pii hodnoceni testu. Poté bylo
do kazdé jamky pfiddno 100 ml 10% lyzaé¢niho roztoku SDS (Lau-
ryl sulfate, Sigma) s pH upravenym pomoci NaO H na 5.3. Destic¢-
ka byla dédle kultivovdna pfes noc pfi 37 ° C. Po skonleni inku-
bace byla zméfena opticka denzita vS§echjamek v ELIS A readeru
(MR 700, Dynatech) pfi vinové délce 550 nm a pozadi 630 nm.
Vyhodnoceni testu
Ziskané hodnoty optické denzity jednotlivych jamek byly grafic-
ky zpracovany v programu Microsoft Excel. Na ose x byly zazna-
menéany koncentrace testovanych cytostatik vjejich relativni hod-
noté (ndsobek ppc), na ose y procento viabilnich bunék. Procento
viabilnich bunék bylo vypoctenojako podil optické denzity v tes-
tovaci jamce a optické denzity vjamce bez pfitomnych cytosta-
tik. Od obou hodnot bylo odecteno pozadi - optickd denzita jamek,
ve kterych bylojenom médium, MT T a SDS. Od testovacijamky
s maximalni koncentraci cytostatika bylo odecteno i pozadi cyto-
statika, tj optickd denzita jamky, ve které bylo k médiu pfidano
jenom cytostatikum v této maximalni testované koncentraci. V pfi-
padé¢ doxorubicinu bylo nutné takto korigovat optickou denzitu
vSech jamek s vyslednou koncentraci cytostatika vys$$i nez je
Ixppc. U ostatnich cytostatik byl jejich vliv na vyslednou optic-
kou denzitu jamek zanedbatelny.

Vysledky

V pribéhu zhruba jednoho roku bylo pro dalsi zpracovani ziska-
no 34 biisnich a 24 hrudnich vypotku. Pfitomnost malignich ele-
mentl byla cytologicky potvrzena u 10 bfiSnich a 17 hrudnich
vypotku. Dostate¢né mnozstvi malignich bunék, potfebné k pro-
vedeni testu (500 000 viabilnich bunék na jedno cytostatikum),
bylo vsak po centrifugaci 500 ml téchto vypotku ziskdno pouze

z 11 btiSnich a 6 hrudnich vypotku. Zejména u hrudnich vypotki
bylo ¢astym problémem po izolaci nddorovych bunékjejich shlu-
kovéani do velkych, dutych, mnohobunéénych kouli, které branily
vytvofeni homogenni suspenze téchto bunék a tim provedeni tes-
tu. V pfipadé malého mnozstvi nddorovych bunék byla z nich zalo-
Zzena kultura s umyslem namnozit tyto bunky a provést test che-
morezistence po jejich pasdzi in vitro. Vjediném ptipadé (Asc 29)
byl pokus o zalozeni kultury ispé$ny. V ostatnych piipadech doslo
vét§inou k adhezi malignich bunék na povrch kultiva¢ni misky ¢i
lahvi¢ky a potéjiz pouze kjejich degeneraci a bunééné smrti. Po
nékolika dnech (7-10) doslo ve vétSiné zalozenych kultur k proli-
feraci pfimésnych fibroblastii a mezotelii a posléze, po asi 20 dnech,
k jejich pfemnozeni. V tabulce ¢. 1 je piehled zdroji vypotku
ajejich vyuzitelnosti vzhledem k priméarni lokalizaci nadoru.

Na nékolika prvnich vzorcich byly testovany jenom tfi koncent-
race cytostatik velmi Sirokého rozptylu. Vyslednd koncentrace
byla rovna setiné, jednondsobku a stondsobku ppc. V ptipadé
nékterych substanci, maximalni koncentrace, kterd byla in vitro
testovana, musela byt nizs$i, coz bylo ddno koncentraci latky, vjaké
byla doddvana. Tak 5-fluorouracil byl testovan pfi maximdlni kon-
centraci 20 xppc, gemcitabin 20 x ppc a cisplatina 10 xppc. Pak-
litaxel byl pro svoje vysoce viskdézni vlastnosti testovdn maxi-
malné v koncentraci 20 xppc. Kazdd koncentrace byla testovana
minimalné ve tfech jamkach.

Vysledky testti potvrdily, Ze pii disledné homogenizaci bunééné
suspenze je variabilita hodnot optické denzity naméfenych vjam-
kdch se stejnou koncentraci testovaného agens nizkd. V grafech
v ptiloze ¢islo 3 je uveden vysledek testovdni chemorezistence
izolovanych bunék u &tyf pacienttt (PE 6, PE 7, PE 8 a Asc 17).
Néddorové butiky byly kultivovdny v doxorubicinu, 5-fluoroura-
cilu, cisplatiné, gemcitabinu a paklitaxelu ve vySe popsanych kon-
centracich. Vysledek testu ukdzal, Ze butiky izolované z vypotku
vice piedlééenych pacientd (PE 7 a Asc 17) vykazuji vétsi rezi-
stenci vici testovanym cytostatikim. Maligni bunky ze vzorku
PE 8 nejevily in vitro rezistenci vii¢i doxorubicinu ani 5-FU.
V korelaci s tim pacientka, kterd byla dale 1é¢end chemoterapii
F A C dosahla kompletni regrese nemoci.

Nésledovalo nékolik testli, ve kterych byl zvétSen pocet testova-
nych koncentraci nejdiive na pét, s kazdou koncentraci opakova-
nou 2krdt. Protoze se opét potvrdil maly rozptyl hodnot vysledné
optické denzity pfi stejné koncentraci testovaného cytostatika, byl
pocet koncentraci jedné testované latky zvySen na devét. V tom-
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Ptiloha ¢.4:

Asc 18 a Asc 22 (A18,
A22) - 27leta pacient-
ka, ptelozena na nasi
kliniku s primdrnim
zachytem nadorového
onemocnéni, které se
manifestovalo piitom-
nosti malignich vypot-
ki - bfisniho, obou-
stranné hrudniho,
perikardidlntho a zvét-
Senych subklavikuldr-
nych uzlin vlevo. Dne
13.4.99 byla provedena
evakuace btisniho
vypotku, z néhoz byl
ziskan vzorek Asc 18.
Po jeho evakuaci bylo
rozhodnuto, pro rych-
lou progresi nemoci
a zhorSovani stavu,
o aplikaci chemotera-
pie paklitaxel + cispla-
tina. N¢kolik dni po
aplikaci, 26.4.99, byla
nutnd opakovana eva-
kuace btisniho vypot-
ku, z kterého byl zis-
kén vzorek Asc 22. V
kratké  dobé  doslo 110%
upacientky k celkové-
mu  metabolickému 90%
rozvratu a k exitu.
V kazdém grafu je 70%
vynesen vysledek tes- 50
tovani rezistence bunék %
izolovanych z Asc 18 30%
a Asc 22 k jednomu
chemoterapeutickému 10%
agens. Na ose xjsou v
logaritmickém méfitku -10% 6
vyneseny koncentrace, .
ve kterych byly latky
testovany (jako ndso-

110%

70%

bek ppc). Na ose yje | 110% 110%
vyneseno procento via-

bilnich bunék. Zajima- 90% 90%
vy je fakt, ze zatim co

odpovéd bunék izolo- 70% 70%
vanych z dvou za

sebou v krétké dobé 50% 50%
(13 dni) nésledujicich

vypotkil na vétsinu tes- 30% 30%
tovanych latek zlstavd 1
pliblitnd sieind, pradce | 0%, 0%
stoupd rezistence vuci -10 -10
paklitaxelu. % . J q‘b G

Ptiloha ¢. 5:

Asc 28 a Asc 29 - 50lety pacient od kvétna 1999 s nadorem neznamé primdrni lokalizace, metastazujicim do krénich uzlin vpravo a dojater. V Cer-
vnu a ¢ervenci 1999 absolvoval dva cykly chemoterapie cisplatina + vepesid, pfi kterych progrese stavu. Dne 16.8.99 byla provedena evakuace bfis-
nfho vypotku, bohatd na nddorové bunky. Z této punkce byl ziskdn vzorek Asc 28. Den po punkei byl aplikovan intravendzné doxorubicin v monote-
rapii. 20.8. provedena dalsi punkce bfisniho vypotku, ziskan vzorek Asc 29. Exitus nastal druhy den.

Grafy v ptiloze Cislo 5 ukazuji vysledek testovani rezistence bunék izolovanych z obou vypotkti vi¢i vybranym cytostatikim (¢cDDP - cisplatina,
Doxo - doxorubicin, Taxol - paklitaxel). Na ose x jsou v logaritmickém meétitku vyneseny koncentrace, ve kterych byly latky testovany (jako ndso-
bek ppc). Na ose y je vyneseno procento viabilnich bunék. Rovnéz jako v pfedeslém piipadé doslo k indukci rezistence bunék viici, jinak in vitro vel-
mi uc¢innému, paklitaxelu. V tomto piipadé jiz bylo testovano 9 koncentraci v rozmezi 0,01 az 100 xppc, kazda koncentrace pouze jedenkrat.

 —e—cODP|
—&—Doxo |

—a— Taxol 80% ==Tam! |

. Asc 29

—a—cDDP

Asc 28

100%

60% 80%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
0,01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
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Ptiloha ¢. 6: Grafy ukazuji vysledek testovéni rezistence bunék izolovanych z bfisnich vypotki dvou pacientek s ovaridlnim nadorem. V prvnim
ptipadé byly izolované bunky oznacené Asc 54. Ve druhém piipadé, Asc 58, izolované mnozstvi bunék umoznilo provedeni testu se stejnymi ldtkami
opakované. Na ose x grafil je zaznamendna koncentrace testovanych latek v relativni hodnotg, jako ndsobek jejich ppc. Na ose y je zaznamenano pro-
cento viabilnich bunék po kokultivaci s testovanou chemickou latkou (gem - gemcitabin, mafos - mafosfamid, cisDDP - cisplatina, CarboPt - kar-
boplatina, paklitx - paklitaxel, topo - topotekan). Je mozné pozorovat, ze odpovéd bunék Asc 58 je v obou ptipadech (Asc 58A a Asc 58B) stejnd

a lisi se od odpovédi bunék Asc 54.

to provedeni jiz pak nebylo mozno testovat vice jamek stejné kon-
centrace.

V grafech v ptiloze Cislo 4 a 5 je vysledek testu s péti (¢.4) a devi-
ti (¢.5) koncentracemi testovanych latek provedeného na burnkach
ziskanych z opakované biisni punkce dvou pacientl. V obou pfi-
padech §lo o vysoce pokroc¢ilé nddorové onemocnéni, mélo pfed-
1é¢ené, nereagujici na podanou chemoterapii. V obou piipadech
mezi evakuaci prvniho a druhého vypotku doslo k aplikaci 1 cyk-
lu chemoterapie. Zajimavy je proto fakt, Ze v obou pfipadech doslo
u nddorovych bunék z druhého vypotku k "indukci" resistence
vuci paklitaxelu, ldtce, vici které vétSina testovanych bunék in
vitro byla vysoce citlivd.

V dalSi sérii testti bylo na zdklad€ vysledkt piedchozich testd vybra-
no uzsi rozmezi testovanych koncentraci. Provétsinu cytostatikje
testovdna 0,5 az 50-ndsobna koncentrace ppc, v tomto rozmezi je
testovano 8 koncentraci. Pro cisplatinu je testovano 6 koncentraci
v rozmezi 0,5 az 20-ti ndsobku ppc a pro paklitaxel 8 koncentraci
v rozmezi 0,05 az 20-ti ndsobku ndmi uvazované ppc koncentra-
ce. V tomto uspofdddni byli zatim provedené Ctyfi posledni testy
(Asc 54, Asc 58, Asc 65 a PE 38). V pfipadé vypotku ovaridlniho
nadoru Asc 58 ndm dostatek izolovanych bunék umoznil provést
dva na sebe nezavisle testy se stejnymi koncentracemi stejnych
chemoterapeutickych latek. V ptiloze ¢islo 6 lze opét vidét, ze dvé
odlisné bunécéné kultury Asc54 a Asc 58 se lisi svou odpovédi na
testované koncetrace cytostatik, zatim co pro opakované provede-
ni testu se stejnou bunécnou kulturou ziistavavd odpovéd stejnd.

Diskuse

Testovani chemoterapeutik in vitro zahrnuje mnoho kroki, jejichz
nespravné provedeni ¢i interpretace mize vést k selhdni celého
testu. Pti testovani nddorové bunééné populace ziskané rozvol-
nénim solidnich nddori je prvnim problémem jiz ziskdni dosta-
te¢né velkého vzorku, ktery lze pouzit pro in vitro test. Maligni
vypotkyjsou z tohoto pohledu lehce dostupnym zdrojem ndadoro-
vé bunééné populace. V nasem souboru jen asi ¢tvrtina vypotki
obsahovala dostate¢né zastoupeni nddorové populace. Izolace
téchto bunék z ptimésnych benignich elementl (erytrocyty, gra-
nulocyty, malé i velké monocyty, mesotelie, ¢asto i degenerova-
né, fibroblasty) je do uréité miry mozna pomoci gradientové cent-
rifugace v Percollu. Pfesto je nesporné, Ze Cast benigni populace
zustdva i po opakovaném procisténi suspenze pfitomnd. Z kazdé
izolované a procisténé bunécné suspenze jsme zaklddali soubéz-
né bunéénou kulturu. K proliferaci benignich element dochdze-

lo az po 7-10 denni pokojové fazi. K ovlivnéni vysledki testu pro-
vedeného v prvnich 3-5 dnech po izolaci bunék teda muze dojit
jediné v ptipadé€, Ze je zastoupeni benignich bunék i po izolaci
vyznamné. ZUstdva proto nezbytnym ovéieni procentudlniho
zastoupeni viabilnich nddorovych bunék v izolované bunécéné sus-
penzi a v idedlnim ptfipad€ rovnéz v negativni kontrole (nevysta-
vené zadnému cytostatiku) po skonceni testu. Suspenzi s méné
nez 50% zastoupenim viabilnich nddorovych bunék zcela urcité
i benigni bunécna suspenze, s kterou byl in vitro proveden test
s nékolika cytostatiky méla uréitou charakteristickou citlivost
Cirezistenci vici témto ldtkam. Z vysledku testu nelze jiz pak zpét-
né odecist jakd populace bunék byla testovdna.

Ptesto, ze M T T test patii k tém testim, jejichz provedeni je rela-
tivné jednoduché, zjistili jsme, Ze pro ziskdni validnich datje nut-
né piijeho provedeni pfesné dodrzovat uréity postup v nékterych
krocich. Bunécnd suspenze, kterd bude v testu pouzita, musi byt
maximédlné homogenni. Proto i v prib&hu jeji aplikace do 96 jam-
kové desticky musi probihat jeji neustdla resuspendace. Zaroven
ale tento proces nesmi trvat dlouho, protoze proudéni vzduchu
v lamindrnim boxu (sterilni prostiedije zcela nezbytné) dokdze
v pribéhu zdlouhavé manipulace s otevienou destickou zmenSit
objem suspenze vjamkdch az 0 10%, co jiz neni zanedbatelné. Totéz
plati pro ndslednou praci s cytostatiky, které, pro uchovani aktivi-
ty, je vhodné uchovavat koncentrované v -70 °C a fedit az pied pou-
Zitim. Manipulace s nimi po rozmrazeni nesmi byt piili§ zdlouha-
vapro jejich vysokou citlivost na svétlo a pro moznou zménu jejich
aktivity. Vynechdni krajnich jamek pouze pro médium je rovnéz
nevyhnutné, vypafovani média z téchto krajnich jamek po dobu
inkubace bylopozorovdnoijinymiautory (Pietersetal. 1990). Doba,
po kterouje doporucené inkubovat buiiky v pfitomnosti cytostatik
se podle rtiznych autori lii od 1 hodiny (Von Hoffetal. 1990b), 4
hodin (Smithetal. 1990) azZpo 96 hodin (Bosanquetetal. 1996). Nej-
vice pouzivanou dobou, zejména v M T T provedeni zlstdvda 72
hodin. Pti hodnoceni viability bunék povazujeme za zcela nezbyt-
né, pied zlyzovanim M T T krystalkGi as tim i iplnym zlyzovanim
bunék, aby byl zhodnocen opticky obsah vSech jamek. Lze tak pie-
dejit zaneseni nespecifickych hodnot do vysledku testu.

Vybér koncentraci, které budou v in vitro testu pouzité, je dal§im
kli¢ovym bodem uspésnosti testu. Kultivace nadorovych bunék
v cytostatikdch in vitro je v mnohém odli§nd od in vivo situace.
Proto neni moznéjednoduse odvodit koncentraci pro in vitro tes-
tovani od 1é¢ebné davky. Pomoci dosavadnich vysledki jsme se
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snazili zjistit kritickou koncentraci testovanych cytostatik in viz-
ro, tj koncentraci, pii které dochdzi u vétSiny bunék k manifesta-
ci cytotoxického ucinku. Az po ziskdni vysledki testi mnoha roz-
licnych bunéénych kultur testovanych v téchto kritickych
koncentracich budeme moci srovnat odpovédi riznych kultur
navzajem a zjistit, zda je mozné z vysledku testu pfedpokladat
odpovéd pacienta na 1écbu.

Zaveér

Cilem préce, kterd nadéle pokracuje, je zjistit, zda je mozno buiky

izolované z malignich vypotkd pacientt s pokro¢ilym nadorovym

onemocnénim pouzit k vedeni jejich dalsi 1é¢by. Z predbéznych

vysledkti experimentt Ize tvrdit ndsledujici: (1.) Maligni vypotky

(s cytologicky potvrzenou pfitomnosti nadorovych bungk) jsou cen-
nym zdrojem nadorovych bunék, které 1ze dale pouzit. (2.) Tyto

maligni buniky lze izolovat od pfimésnych benignich bunék a tuto

izolaci opét cytologicky potvrdit. (3.) Jedna z moznosti pouziti izo-

lovanych nddorovych bunék je testovani u¢inku cytostatik in vitro.

(4.) Vétsina cytostatik je aktivni i v in vitro kultivaénim systému.

(5.) Citlivost izolovanych malignich bunék na jednotliva cytostati-

ka in vitro je méfitelna pomoci testovani viability bunék po jejich

expozici testované latce. (6.) Odpovéd bunéénych kultur na testo-

vand cytostatika je pro né charakteristicka (opakovani testu vede ke
stejnym vysledkiim) a odlisuje je od jinych bunéénych kultur.

Je tfeba ziskat jesté dalsi srovnatelné data k ovéteni téchto hypo-

téz: (1.) Odpovéd malignich bunék na cytostatika in vitro je ovliv-

néna stddiem nemoci a Ize proto jejich citlivost ¢i rezistenci pova-

Zovat za dalsi pouzitelny diagnosticky ¢i prognosticky faktor. (2.)

Z odpovédi malignich bunék in vitro 1ze analogicky odvodit prav-

dépodobnost odpovédi nadorovych bunék in vivo na stejné agens.
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ANALYZA CHEMOSENZITIVITY BUNECNYCH LINIf MALIGN{HO PUVODU
A PRIMOKULTUR LIDSKEHO MALIGNTHO MELANOMU NA PANEL
PROTINADOROVYCH CHEMOTERAPEUTIK

CHEMOSENSITIVITY OF MALIGNANT CELL LINES AND PRIMARY HUMAN
MALIGNANT MELANOMA CULTURES TO ANTICANCER DRUGS

CHUMCHALOVAJ DUSEKL ,KOVARIKJ.’

BIOLOGICKY USTAV LEKARSKE FAKULTY MU, BRNO', KATEDRA CHEMIE Z[VOTNIHO PROSTREDI
AEKOTOXIKOLOGIE PRIRODOVEDECKE FAKULTY MU, 'BRNO’ ODDELENI BUNECNEAMOLEKULARN({
ONKOLOGIE MASARYKOVA ONKOLOGICKEHO USTAVU BRNO’

Korespondujici autor: Jitka Chumchalova, 0ddéleni bunééné a molekuldrni onkologie Masarykova onkologického tstavu, Zluty kopec 7,
Brno 656 53, telefon:05-43133302, e- mail: jchumch@med.muni.cz

Souhrn: Ve studii byla hodnocena lékova rezistence 12 bunéénych linii maligniho i normalniho pivodu na panel 7 cytostatik a primo-
kultur maligniho melanomi na panel 8 cytostatik v podminkéch in vitro pomoci M T T testu. Vnimavost jednotlivych bunéénych linii na
poskozeni cytostatiky jsme analyzovali z hlediska histogenetického piivodu bunék a statusu genu p53. Vysledky ukdzaly, ze u¢inek D O X
avmensi mife DDP, BLEO a VB L je zdvisly na histogenetickém ptivodu modelovych linii s vyssi rezistenci karcinomti nez sarkomdi.
Pro 5-FU, M T X a T A X tato zavislost prokdzana nebyla. Souvislost mezi alteracemi v genu p53 a vnimavosti na cytostatika byla zjisté-
napouzeu 5-FU a VBL. Lékova rezistence v primokulturdch maligniho melanomi byla hodnocena oddélené na buiikéch, které po 24
hodinové kultivaci rostly v suspenzni ¢i adherentni formé. Obé tyto formy dévaly pozitivni reakci s monoklonalnimi protilatkami (S100,
HM B, NKI). S vyjimkou jedné primokultury s vysokou rezistenci na vS§echna farmaka byly ostatni explantované bunky citlivé naVBL,
DDPaDOX. Statistické hodnoceni M T T testu prokdzalo vyssi rezistenci bunék suspenznich nez bunék adherentnich.

Kli¢ova slova: Chemosenzitivita in vitro, nddorové linie, maligni melanom

Summary: The study was designed to examine chemosensitivity of 12 established cell lines of malignant and normal origin on a panel
of 7 cytostatics, and to explore the efficacy of 8 cytostatics on the primary cultures of malignant melanoma in in vitro conditions using
the MTT assay. The rate of susceptibility of various cell lines to a damage induced by anticancer drugs was related to a histogenetic
origin of cells and to the status of p53 gene. Our results showed that the effectiveness of DO X, and to a lesser extent of DDP, BLEO
and VBL, was related to the histogenetic origin of cells with higher resistance of carcinoma than sarcoma cells. However, this
association was not proved for 5-FU, M T X and TAX. The relationship between p53 gene alterations and the cell sensitivity to
cytostatics was found only for 5-FU and VB L. Primary cultures of human malignant melanoma exerted an interesting feature. The cells
partly grew in adherent phase and partly in suspension. Both of these forms gave positive reaction with three specific monoclonal
antibodies (S100, HM B, NKI). The M T T assay was performed separately with each cellular fraction. With the exception of one primary
culture showing high resistance to all drugs used the other tumour samples were markedly sensitive to VBL, DD P and DO X. Statistic

analyses of MTT test results revealed higher resistance of melanoma cells growing in suspension comparing to adherent ones.
Key words: Chemosensitivity in vitro, malignant cell lines, malignant melanoma

Uvod

V souvislosti s moznym zlepSenim 1é¢by zhoubnych néadord je
v posledni dobé stiedem pozornosti testovani citlivosti nddoro-
vych explantdtu in vitro a ureni optimdlni 1é¢by pro daného
nemocného. Cilem je vyfadit mdlo nebo neicinnd farmaka, ktera
mohou pacienta poSkodit a dokonce mohou svymi mutagennimi
ucinky vést k diverzifikaci nddorové populace, a tak negativné
ovliviiovat biologické chovani nddoru napf. selekci rezistentnich
kloni nddorovych bunék.

V nasi studii jsme se orientovali na hodnoceni 1ékové rezistence sta-
bilizovanychlidskychbunéénychliniimalignihoanormélniho ptivo-
du na panel vybranych protinddorovych chemoterapeutik. Analyzo-
vali jsme souvislost mezi bunéénym poskozenim cytostatiky,
histogenetickym ptivodem bunék a statusem genu p53. Tento supre-
soricky gen se vyznamné podili na regulaci buné¢né odpovédi na
posSkozeni D N A, kterd zahrnuje zastaveni bunééného cykluv G1 fazi,
aktivacireparacnich aapoptotickych mechanismi. Je zndmo, Ze u vét-
§iny lidskych nddort jsou tyto fyziologické procesy defektni a zZe kro-
mé fady jinych faktorl se na téchto patologickych disregulacich podi-
leji mutace v genu p53. Tyto genetické zmény jsou pievazné,, missence
mutace” vjedné alele, které mohou mit za nésledek tvorbu nefunké-
niho proteinu, jeho overexpresi, kterd je detekovatelnd u vice jak 50%
lidskych neoplasii. Vzacné jsou delece nebo termindlni mutace v obou
aleldch genu p53, chrakterizované jako ,,null phenotype".

V klinické ¢ésti prace jsme hodnotili citlivost respektive rezistenci
primokulturlidského metastatického maligniho melanomi. Duvo-
dem volby tohoto modelu byla skute¢nost, ze pravé tento nador
vykazuje nejvétsi rezistenci a v diseminovaném stadiu nereaguje
prakticky na zddné ze standardnich chemoterapeutik. Druhym,
neméné podstatnym diivodem byla moZnost ziskat relativné homo-
genni vzorek nddorovych bunék s minimdlni kontaminaci buiika-
mi pojivové tkdné a definovat imunocytochemicky jejich plvod.

Metody

Bunécéné kultury

Celkemjsme testovali 12 lidskych bunéénych linii rizného his-
togenetického pivodu a zndmym statusem v genu p53. Charak-
teristika bunécénych liniije v tabulce 1.

Vsechny bunécéné linie byly kultivovany vD M E M médiu (Gib-
co, USA) s piidavkem 10% fetdlniho teleciho séra a inkubovdny
pti 37°C v atmosféte s 5% CO0,
Explantovalijsme 20 malignich melanom1, ale pouze 8§ mohlo byt
testovdno. Primdrni kultura maligniho melanoml v metastatic-
kém stadiu byla ziskdna z metastatické lymfatické uzliny s masiv-
niinfiltraci nddorem. Z tétouzliny se velmi snadno, pouze mecha-
nickym rozvolnénim, izoluji nddorové bunky bez nutnosti pouzit
proteolytické enzymy, o nichz se domnivdme, Ze mohou vedle
fady dalSich faktorti, byt pfi¢inou zménéného biorytmu bunécéné
populace, zejména v ¢asném stadiu kultivace in vitro. Buniky byly
po explantaci nékolik dnt kultivovdny, aby se adaptovaly na pod-
minky in vitro a vstoupily do bunécného cyklu. Pfed M T T testem
jsme imunocytochemicky pomoci 3 monoklondlnich protildtek S-
100, NKTaH M B specifickych pfevdzné pro melanocyty a mela-
noblasty ovéfili, ze primokulturaje vice nez 80-90% zastoupena
nadorovymi butikami.

Cytostatika
V préacijsme hodnotili i¢innost 8 vybranych cytostatik s riznym
mechanismem ucinku. Pouzité koncentrace jsme volili na zdkla-

Tabulka 1: Charakteristika buné¢nych Unii.

Nazev linie Histogeneticky piivod Status genu p53
MRC5 diploidni fibroblasty wt
MCF7 karcinom prsu wt

ZR75 karcinom prsu wt
MDA-MB-231 karcinom prsu 280 Arg>Lys
BT474 karcinom prsu 285 Gly>Lys
BT549 karcinom prsu 249 Arg>His
T47D karcinom prsu 194Leu>Phe
SKBR3 karcinom prsu 175 Arg>HiS
HT29 karcinom tlustého steva 273 Arg>His
SKUTI leiomyosarkom 175 Arg>His
248 Arg>31n
HOS osteosarkom 156 Arg>Pro
HS913T fibrosarkom deletovany p53
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I'abulka 2: Piehled pouZitych cviostank a jenpch koncentraci

Koncentrace r\l--\la.'-i\- Prelivajici buiiky (%) Statisticks
(ug/ml} Adberenini bafky Suspenze vienamnost |
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T'abulka 3: Rozdily v in vitre chemosenzitivité adherentnich a suspenz
mch bunck mallignino m
Cytostatikum PouZité koncentrace l
} = —— — = ——— . —ema ===
| DDP 0 - 80 pg/mi
- {
].' VBI (1 |
| MTX 80 - 20 p |
— i1 - ==
I ye | BLEO 0.4 ug/m I
Taxol TAX |
Doxorubicin | DOX 10 |

| Dak
dé literdarnich tudaji o koncentracich pouZzivanych v téchto in vit-
ro testech . Koncentrace cytostatik pro testy na explantovanych
malignich melanomech byly stejné jako u testti na bunéénych lini-
ich. Navic byl testovan dakarbazin (DTIC), jako standartné pou-
Zivany 1€k pro 1é¢bu maligniho melanomu. Pfehled cytostatik vcet-
né jejich zkratek a pouzitych koncentraci uvadi tabulka 2.

Test chemosenzitivity MTT

MTT test je zaloZzeny na redukci rozpustnych tertazoliovych soli
na nerozpustny formazan mitochondrialnimi enzymy a vlastné
hodnoti ireverzibilni poskozeni bunék. Pro stabilizované linie jsme
pripravili bunéénou suspenzi trypsinaci, zatimco v pfipad¢ pri-
marnich kultur maligniho melanomu byla buné¢na suspenze pfi-
pravena bez pouziti trypsinu, pouze mechanickym uvolnénim ze
dna misek. Do 96 jamkovych desti¢ekjsme nasadili 10* bunék na
jamku v celkovém objemu 200 pl vetné cytostatik. Kazda kon-
centrace byla testovana ve 4 paralelnich jamkach. Pro kazdou linii
jsme jako kontrolu nasazovali identickou bunéénou kulturu bez
cytostatik. Buné¢né suspenze byly kultivovany v C0, termosta-
tu 48 hodin. Po této dobé byly buriky inkubovany 4h s 20 pl 3-4,5
dimethylthiazol-2,5 diphenyl tetrazolium bromid (Smg MTT/ml
v PBS, pH 7). Nasledovala centrifugace desticek 5 minut pfi
4000 rpm a odstranéni supernatantu. Do kazdé jamky se piridalo
200 pl dimethyl sulfoxidu (DM SO) a absorbance vysledného pro-
duktu se méfila pti 580 nm.

Statistické hodnoceni

Zakladni analyza primdrnich dat je zaloZena na béznych meto-
déch exploratorni analyzy. K srovnani dvou nebo vice pokusnych
variant byl pouzit standardni t-test a analyza rozptylu jednocest-
ného t¥idéni pii splnéni vSech nezbytnych piedpokladi (homoge-
nita rozptylu, normalita rozloZeni). Korela¢ni vztahy proménnych
byly testovany neparametrickou metodou Spearmanovy pofado-
vé korelace.

Vysledky

Studie na bunécénych liniich

Vysledky M T T testu umoznily rozdélit cytostatika podle u¢innosti
do nasledujicich tif skupin: a) farmaka s velmi malym cytotoxic-
kym t¢inkem- MTXaBLEO e 70-100 % piezivajicich bunék,
b) farmaka se stfednim ti¢inkem - TAX,D0OXa5-FUs30-70%
prezivajicich bunék, ¢) farmaka s vysokou cytotoxicitou - DD P
aVBLs 10-30 % piezivajicich bunék. Jsme si védomi, Ze toto
ttidéni nelze zobecnit a plati pouze pro tento konkrétni soubor linii.
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Obréazek 1. Primokultura maligniho melanomu v adherentni fazi - ¢etné
pseudopodie. Melanoblasty charakterizované pozitivni imunocytoche-
mickou reakci s MAb S100, vizualizace alkalickou fosfatdzou. (x500)
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Obrézek 2. Suspenzivni primokultura maligniho melanomu s charakte-
ristickym kulovitym tvarem, vicejadernymi bunikami a povrchové adhe-
rujicimi krevnimi mononukleary. Imunocytochemie s M Ab S100, vizua-
lizace alkalickou fosfatdzou. (x500)
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Obrézek 3. Suspenzivni primokultura maligniho melanomu. Buiiky kulo-
vité morfologie s Cetnymi mitézami, prominentnimi jadérky a s vyraznou
povrchovou adherenci krevnich mononukleari. Imunocytochemie s MAb
S100, vizualizace alkalickou fosfatdzou. (x500)



Obriazek 4. Chemosenzitivita bun&nych linii v relaci k histogenetickému piivodu a statusu p53.
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I - nenadorovi linie fibroplasti (MRCS5), wild type p53; II - karcinom prsu, wild type p53; III — karcinom prsu, exprese alterovaného p53;
IV —karcinom kolorekta, exprexe alterovaného p53; V — sarkom, exprese alterovaného p53; VI - sarkom, delece p53 -
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Obrizek 5. Modelova analyza Géinku jednotlivych cytostatik k histoge-
netickému plivodu linie a statusu p53.
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Pro statistické hodnoceni jsme linie rozdélili do kategorii podle
statusu genu p53 a histogenetického puivodu. Dal3i testy byly pro-
vadény v ramci téchto kategorii.
I - nenddorovi linie fibroblast s wild type p53, (MRCS5)

II - karcinom prsu s wild type p53, (MCF7 a ZR75)

IH - karcinom prsu s mutaci v genu p53, (BT474, BT549,
MDA-MB-231, SKBR3, T47D)

IV - karcinom kolorekta s mutaci v genu pS3 (HT29)

V - sarkom s mutaci v genu p53 (SKUT-1 a HOS)
VI - sarkom s deleci p53, (HS913T)
Diskrimina¢ni potencial provedenych testii ve vztahu k charakte-
ru linii, byl pocitin po vylouceni kontrolni nenadorové linie
MRCS, kterd se chovala zcela ndhodné. Statistickd analyza vysled-
ki umoZnila zafadit testovan4 cytostatika do Ctyt kategorii vzhle-
dem k histogenetickému piivodu linie a statusu genu p53. Prvni
skupina jsou cytostatika jejichZ 6¢inek je zavisly na ptivodu nado-
rové linie a je dominantné representovina DOX a v men$i mife je
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I - nenédorové linie fibroplasti (MRCS), wild type p53; II — karcinom prsu, wild type p53; II — karcinom prsu, exprese alterovaného p53;
IV —karcinom kolorekta, exprexe alterovaného p53; V — sarkom, exprese alterovaného p53; VI — sarkom, delece p53
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vi§té, kterd pfed testovanim

g2 & B

Prezivajict butky (%)
2

3

VB 80
VBL20 §

B4 denni inkubace B111 denni inkubace

odstratiuji supernatant a tedy
i ¢ast maligni populace a pro-
vadéji vlastné mechanickou
selekci.

U explantovanych nadori
jsme, na zakladé vy$e uvede-
nych charakteristik, provade-
li testy citlivosti zvla$t na
adherentnich a zvI43t u sus-
penznich bunék. Hodnotili
Jsme pouze nadory s dostated-
nou vyt&Znosti bungk a s jejich
én vitro proliferatnim poten-
ctdlem. Explantovali jsme 20
nédori z nich pouze 8 splito-
valo vySe uvedenid kritéria.
Vysledky MTT testit na pri-
moekulturich tEchto osmi paci-
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§-FU 50
S-FU 10

Obrizek 7. Ovlivnéni vysledku MTT testu délkou preinkubace pfed jeho provedenim.

tato zdvislost patrndiu BLEO a DDP. Do druhé skupiny je moz-
no zafadit pouze 5-FU, jehoz cytotoxicka aktivita koreluje s muta-
cemi v genu p53. Tteti skupina je zastoupena VB L, jehoz ucinek
je zavisly jak na ptvodu linie, tak ¢dste¢né na statusu genu p53,
cozjevprotikladus M T X a T A X reprezentujici ¢tvrtou skupinu.
U téchto latekjsme neprokdzali souvislost i¢inku se statusem p53
ani s ptivodem nadorové linie.

Jak ukazuje obr. 4. a obr. 5., miZzeme G¢inek jednotlivych cyto-
statik v naSem testovaném souboru charakterizovat takto: M T X
ma v dané koncentraci velmi maly u¢inek na vétSinu linii, ktery
neni zavisly na ptivodu buné¢né linie ani na statusu genu p53.
B LE O vykazuje také velmi malou u¢innost na vétSinu linii, ale
statistické hodnoceni prokdzalo vysoce vyznamné zvySenou ucin-
nost tohoto cytostatika na kontrolni nenaddorovou linii MR CS5.
DDPjevaplikovanych koncentracich vysoce cytotoxicka s pou-
hymi 10 - 20 % ptezivajicich bunék. Test s D D P je zatizen znac-
nou variabilitou v rdmci skupiny karcinomd prsu a kolorekta, kde
se vyskytuji linie jak citlivé, tak rezistentni. U¢inek TA X a 5-FU
neni zdvisly na ptivodu nddorovych linii. Sarkomova linie s dele-
tovanym genem p53 (HS913T) viak vykazovala na obé€ tato cyto-
statika vyznamné zvySenou rezistenci se statistickou vyznamnosti
pouze u 5-FU. U DOX jsme prokazali nejzfetelnéjsi zavislost mezi
puvodem linie a u¢inkem cytostatika, kde rezistence kles4 statis-
ticky vyznamné v nasledujici fadé: normalni fibroblasty > karci-
nomy > sarkomy. Status p53 nema na ucinnost D O X konsistent-
nivliv. Cytotoxicita V B Lje zdvisld jak na ptivodu linie, s vyrazné
vyssi rezistenci karcinom® mlééné zlazy, tak i na statusu p53, kde
je zfejma snizena citlivost sarkomu s deletovanym p53.

V daném experimentdlnim modelu jsme prokazali, Ze pivod linie
ma vétsi vliv na ucinek cytostatik nez status genu p53.

Studie na primdrnich kulturdach maligniho melanomu

Pti mikroskopickém sledovani kultur jsme si povSimli, Ze jiZ po
24 hodinovém transferu do kultivaéniho média asi polovina buné¢k
adheruje a dalsi ¢4st roste v suspenzi. Imunocytochemickou ana-
lyzou jsme prokazali, Ze vétSina jak adherujicich, tak suspenznich
bunék pozitivné reaguje s kteroukoliv ze 3 monoklondlnich pro-
tilatek, a Ze tedy v kultufe je vice jak 90% bunék maligniho mela-
nomu. Buniky obou fazi v§ak vykazovaly urcité odlisnosti. Adhe-
rované elementy mély intenzivni metabolickou aktivitu, ale jen
sporadické mitdzy, naproti tomu bunky suspenzni byly vesmés
kulovitého tvaru s vysokou mitotickou aktivitou Obr. 1,2. Lze se
domnivat, 7e suspenzni frakce obsahuje burnky v pre- a asné
postmitotické fazi ristu, kdy se buriky zakulacuji a maji nizkou
adherenci k substrtu. Nelze v8ak vylou¢it ani pfitomnost riznych,
fenotypové a mozna i biologicky odlisnych bunéénych populaci,
¢emuz by odpovidaly rozdily v citlivosti na chemoterapeutika
mezi adherentnimi a suspenznimi bunikami.

Zajimavym ndlezem bylo ulpivani rezjdudlnich mononukledrti na
povrchu suspeznich bunék Obr. 3. Casto jsme nachdzeli buiniky
v mitdze s CasteCnymi rozetami lymfoidnich elementt. Spekula-
ce o tomto fenoménu je nad ramec tohoto sdéleni a zavéry budou
vyzadovat fenotypovou analyzu mononukledrd. To, Ze explanto-
vana populace roste ve dvou fazich, mtlize mit vyznam pro praco-

entd jsou graficky dokumen-
tovany na obr. 6. Vzhledem
k tomu, co je zndmo z kliniky
prekvapuje v in vitro podminkach vysoka citlivost na D D P s vyjim-
kou pacientky G.E., ale i na DOX. U citlivych kultur je vSak moz-
no pozorovat individudlni rozdily v rozsahu buné¢ného poskoze-
ni. Na jedné stran€ vysoky stupeti destrukce cytostatiky DD P
a DOX unemocnych M.J., C.E. aP.Z., a na stran¢ druhé Castec-
nou rezistenci na ob¢ farmaka u nemocnych B.M. a S.M. Pfekva-
pujicije citlivost na VB L, patrnd u pacientky CH.L. v obou kon-
centracich a u pacientd M.J. a B.M. v nejvyssi koncentraci.
Vysledky s ostatnimi farmaky potvrzuji ofekdvany vysoky stu-
pei rezistence maligniho melanomu.

Srovnéni profill citlivosti suspenznich a adherentnich bunék
naznacuje, Ze az najedinou vyjimku tj. primokulturu pacientky
G.E., jsou rezistentnéjsi suspenzni buriky. Z tabulky 3 je patrny
trend vyssi rezistence suspenznich bunék se signifikantnimi roz-
dilyve vysSich koncentracichuVBL,BLEOa5-FUavnizsich
koncentracichuDDP, DO Xa5-FU. Ptijmeme-li, Ze suspenzni
populace je zastoupena pievazné burikami v pre- a ¢asné postmi-
totické fazi, potom nase vysledky jsou v protikladu ke znalostem
o obecné vyssi in vitro vnimavosti k bunéénému poSkozeni bunék
v pozdni G2 a M fazi. Zcela atypicky ptipad je kultura nemocné
G.E. s obecné vysokou rezistenci na vSechna farmaka i kdyz jak
je z grafu ziejmé, jsou bunky adherujici rezistentnéj$i nez bunky
Vv suspenzi.

Zaméfili jsme se rovnéZz na posouzeni, do jaké miry doba inku-
bace bunék in vitro do provedeni testu ovlivni jeho vysledek. Jak
ukazuje obr. 7. délka inkubace u pacientky G.E. vyrazné ovlivni-
la citlivost na cytostatika. Srovndnim 4 a 11 denni kultivace vidi-
me vyrazny vzestup citlivych bunék po 11 denni kultivaci ve srov-
nani s 4 denni kultivaci. To pravdépodobné souvisi s poctem
bunék, které jsou schopny cyklovat a s adaptaci na podminky in
vitro. Nejde jen o zvySeni citlivosti, ale méni se i stupefi ti¢innos-
tijednotlivych cytostatik.

Diskuse

Jednu z nejvétSich studii vztahu chemorezistence ke genu p53 pro-
vedli O'Connor a spol. Studovali tumor supresorovou drahu p53
v 60 liniich NCI (National Cancer Institute) a vztah mezi integri-
tou této drahy a inhibi¢nim uc¢inkem 123 protinddorovych latek.
39 linii z 58 analyzovanych mélo mutace v genu p53. Tato studie
ukdzala, Ze linie s imitovanym genem p53 mély tendenci k nizsi
citlivosti na chemoterapeutika vjejichz i¢inku dominuje interka-
lace, inhibice topoizomerazy I a Il a interference s prekurzory nuk-
leovych kyselin. Linie s imitovanym p53 genem byly méné citli-
vé k ucinku bleomycinu, 5-fluorouracilu a cisplatiné. Autofi
neprokazali zavislost chemorezistence na statusu genu p53.
Nase studie ukdzala vyznamné zvySenou rezistenci fibrosarko-
mové linie s deletovanym p53 (HS913T)na5-FUaV B Lve srov-
nani s liniemi téZe histogeneze nesoucimi mutace v p53 (HOS,
SKUTI). V podminkach in vivo autoti Goto a spol. sledovali na
souboru osteosarkomii vztah L O H genu p53 k preoperaéni che-
moterapii a k pfeZiti pacientd. Jejich prace ukdzala, Ze pouze 15%
nadorti s LO H v p53 je citliva na preopera¢ni chemoterapii, na
rozdil od 64% citlivych nddoriibez L O H v p53. Autoti neproké-
zali souvislost mezi L O H v p53 a délkou pfeziti nemocnych.
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V experimentalnim modelu bunéénych linii Fan a spol. prokdza-
li souvislost u¢inku Cisplatiny na statusu p53 zatimco pro taxol
a vinkristin tato souvislost prokdzana nebyla. Zd4 se tedy, Ze sta-
tus p53 neni dominantni pro stupent buné¢ného poskozeni cyto-
statiky ze skupiny inhibitor mitdzy. Souhlasné s vySe zminénou
praci jsme nepozorovali souvislost mezi u¢innosti TAX a statu-
sem genu p53, avsak v rozporu s vysledky skupiny Fanjsme ten-
tovztah neprokazalianipro DD P.
I kdyz se zdd, ze v in vitro modelovém systému hraji alterace
v genu p53 vyznamnou ulohu v citlivosti na nékterd Protinddoro-
va chemoterapeutika, je malo pravdépodobné, Ze analogické zavis-
losti plati i pro in vivo systém. Je tfeba si uvédomit, ze v modelo-
vych liniich s definovanou mutaci/deleci v genu p53 se jedna
o alteraci homogenné zastoupenou téméi ve vSech buiikdch, na
rozdil od situace in vivo, kdy zmény p53 genu jsou popisovany
pouze u uréitého procenta nddorovych bunék. Nicméné to nevy-
luCuje, Ze znalost statusu p53 explantovaného nddoru muze zpies-
nit interpretaci in vitro testl 1ékové rezistence.
Souhlasné s klinickymi zkusenostmi ukazuji i nase vysledky na
modelovych bunéénych liniich, Ze ucinek cytostatik do zna¢né
miry souvisi s histogenetickym ptivodem bunék. Tuto korelaci
jsme prokazalipro DOX,DDP,BLEOaVBL. Vpiipad¢e TAX
a M T X zavislost u¢inku na histogenetickém typu nebyla patrna.
Statistickd analyza naSich vysledkti M TT testti na in vitro mode-
lovém systému bunéénych linii ukazuje najejich zna¢nou varia-
bilitu a dokladuje, Ze z téchto studii 1ze délat zavéry platné pouze
pro tento experimentalni systém.
V praci jsme se rovnéz zaméfili na hodnocenti in vitro 1ékové rezi-
stence primokultur lidského maligniho melanomu. Prvni prace
tohoto typu se objevuji jiz pocatkem 80. let, po vypracovani meto-
dy kultivace melanomovych bunék in vitro na mékkém agaru.
Schadendorf a spol. (10), testovali chemorezistenci nddord 19
pacientli s malignim melanomem metodou H T C Ak cytostatikiim.
Pro testy chemorezistence pouzili nasledujici cytostatika v kon-
centracich: DTIC 75 g/ml, DD P 40 (Ag/ml, 5-FU 400 pg/ml, DOX
200 pg/ml, BLE O 32 |ug/ml, VB L 0,1 (Ag/mla M T X 5 pg/ml. Jako
nejucinnéjsi uvadéji 5-FU, VB La DOX. Srovnanim s klinickou
odpovédi zjistili vysokou korelaci mezi rezistenci in vitro a in vivo
a potvrzuji tak, Ze tyto testy mohou vyloucit z 1é¢by malo nebo
neucinna farmaka. Vysledky této skupiny jsme v nasi studii potvr-
dilipro VB LaDOX, nikoliv pro 5-FU. Navic v naSich testech se
ukdzalajako u¢inna DD P. Pro tato dvé cytostatika mohou byt pti-
¢innou odli§nych vysledki znacné rozdily v pouzitych koncent-
racich obou latek.
Podobnou studii publikovala skupina Tveita a spol. Autofi explan-
tovali 402 malignich melanomu z nichz ve 240 primokulturdch
hodnotili chemorezistenci metodou HT CA na 3 cytostatika ve 4
koncentracich: DTIC 80, 250, 800 a 2500 pg/ml, VB L 0,01,0,1
1,0 a 10 a lomustine (CCNU) 0,04, 0,4 4 a 40 pg/ml. Jako neju-
¢innéjsi cytostatikum uvadéji DTIC a negjméné u¢inny VB L. Ani
v tomto pfipadé jsme v nasi praci neziskaly shodné vysledky, coz

54 KLINICKA ONKOLOGIE ZVLASTNI CISLO  2/2000

s nejvyssi pravdépodobnosti souvisi jednak v rozdilné metodice
hodnoceni bunééného poskozeni (HTCAvs. MTT) arozdilnych
koncentracich testovanych farnak.

Velmi zajimavou studii prezentuji Tveit a spol. (6), ktefi srov-
ndvali citlivost explantovanych primokultur nddord a od nich
ustavenych bunéénych linii. Autofi udavaji pozitivni korelaci na
vétSinu pouzitych cytostatik, i kdyz nékteré z ustavenych linii
vykazovaly zvySenou chemosensitivitu. Tito badatelé se rovnéz
zam¢fili na velmi zdsadni problém, tj. na otdzku do jaké miry lze
modelové podminky in vitro interpretovat z hlediska podminek
in vivo. Prace prokdzala vyraznou zménu a tojak ve smyslu zvy-
Sené, tak i snizené chemosensitivity po pienosu bunék z in vitro
do in vivo na modelu nu-nu mysi a vice versa. Tyto vysledky
naznacuji, ze v in vivo systému spolurozhoduje o u¢inku cyto-
statik celd fada faktord, které nelze modelovat v podminkéch in
vitro.

Cesta individualizované terapie na zdkladé in vitro testd se zdd
nadéjnd, ale jak metodicky pristup, limitace testd a ovéfeni kli-
nické validity vysledki vyZaduje fadu dalsich studii.
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VZTAHMEDZI EXPRESIOU PROTEINOV ASOCIOVANYCH S LIEKOVOU REZISTENCIOU
A VYSLEDKAMI IN VITRO CYTOTOXICKEHO MTT TESTU U PACIENTOV S NSCLC

RELATION BETWEEN EXPRESSION OF DRUG RESISTANCE ASSOCIATED PROTEINS
AND RESULTS OF CYTOTOXIC IN VITRO MTT-ASSAY IN NSCLC PATIETS
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Suhrn: Mnohopocetnd liekova rezistencia (M DR ) je ¢astou pri¢inou netspesnosti chemoterapie nemalobunkového karcindému plic
(NSCLC). UNSCLC rozliSujeme 2 zakladné typy M D R : typicki M D R asociovani s expresiou P-glykoproteinu a atypickit M D R aso-
ciovant s expresiou proteinu M R P, alternovanou expresiou topoizomeraz I1, expresiou lung rezistance proteinu (LR P), aktivitou glu-
tatién S transferdzového systému. Predkladané praca pojednéva o vzfahu medzi imunohistochemickou expresiou vybranych marke-
rov MDR (MRP, Pgp, topoizomerazy Ha,) a niektorych reguldtorov bune¢ného cyklu a apoptozy - p53, p27, kaspazy3 (pcasp3),
tkanivovej transglutamindzy (Tga) s vysledkami testu in vitro chemosenzitivity nddorovych buniek pacientovs NS C L C po neoadju-
vantnej chemoterapii. Expresia vysS$ie uvedenych faktorov bola stanovena nepriamou imunoperoxiddzovou metddou na parafinovom
bioptickom materidle od 64 pacientovs N S C L C po neoadjuvancii na baze karboplatiny (CDDP) a taxolu (T AX) alebo cisplatiny (DD P)
a navelbinu. K stanoveniu in vitro citlivosti nadorovych buniek na cytostatika boli pouzité nativne resekdty od uvedenych pacientov.
Vysledky boli Statisticky spracované pomocou Spearmanovho korelacného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. Zistili sme
pozitivnu koreldciu medzi imunohistochemickou expresiou MRP/p53 (p=0,006), pcasp3/p53 (p=0,0001) a inverznti koreldciu p27/Tga
(p=0,027). Expresia M R P zdrovei negativne korelovala s in vitro citlivostou na T A X (p = 0,043). Expresia p53 pozitivne korelovala
s in vitro rezistenciou na aktinomycin D (p=0,01), daunorubicin (p = 0,026) a vinkristin (p = 0,044)

Kliucové slova: nemalobunéény karciném pMc, mnohopocetnd liekova rezistencia, apoptdza, bunkovy cyklus, terapia

Summary: Multidrug resistance is one of the major causes of treatment failure in NS C L C. Two types of multidrug resistance (M DR)
have been detected in lung cancer: typical multidrug resistance associated with the overexpresion of P-glycoprotein (Pgp) and atypical
M D R associated with the expresion of M R P (multidrug resistance protein), altered activity of topoisomerase Ila, increased expression
of LRP (lung resistance protein), activation of glutathione S transferase system, etc. This work deals with mutual correlation of
imunohistochemical expresion of selected markers of M DR (Pgp, MRP, and topoisomerase Ila) and several markers of tumor
differentiation and/or apoptosis - p27, p53, procaspase3 (pcasp3), tissue transglutaminase (Tga) with results of in vitro
chemosensitivity assay. 64 formaldehyde fixed and paraffin embedded bioptic specimens were used for indirect immunoperoxidase
detection of the above mentioned markers. M T T test was carried out from native tumors of the same group. Significant positive
relationships were detected in between p53/MRP (p=0,006), p53/pcasp3 (p = 0,0001), inverse correlation was found between p27 /Tga
(p = 0,027). Expression of p53 was positively associated with the resistance to actinomycin-D (p=0,01), daunorubicin (p = 0,026) and
vincristine (p = 0,044). Expression of M R P negatively correlated with in vitro sensitivity to taxol (p = 0,043)

Keywords: non-small celi lung carcinoma, multidrug resitance, apoptosis, cell cycle, therapy

Zoznam pouzitych skratiek:

ACT-D - actinomycin-D; CDDP - carboplatina (karbo-diaminodichlor platina); D A U - daunorubicin; DD P - cisplatina (diaminodi-
chlorplatina); G M C - gemcitabin; L R P - lung resistance protein; M D R - mnohopocetnd liekova rezistencia (multi-drug resistance);
MRP - multi-drug resistance protein; M W - Mann Whitney test; NSCLC - non-small celi lung carcinoma; NVB - navelbin; pcasp3
- proenzym caspazy3; Pgp - P-glykoprotein; TAX - taxol; TCS, - tumor celi survival 50%; Tga - transglutamindza; Topoll - topo-
izomerdza Ila; VIN - vincristin

Uvod

Jednou z hlavnych pri¢in neuspesnosti chemoterapie NSCL Cje
vyskyt konsStitutivnej a ziskanej lickovej rezistencie. Medzi
vyznamné vlastnosti nddoru, ktoré sapodielaji namechanizmoch
liekovej rezistencie, patria napr. stupen vaskularizdcie, percento
buniek vsenescenciias$pecifické mechanizmyM D R (1,2,3). Roz-
lisSujeme 2 zdkladné typy M D R : typickiu M D R zapri¢inent funk-
ciou AT P dependentného transportného proteinu P-glykoprotei-
nu(Pgp)aatypicki M D RasociovantusexpresiouM R Pproteinov,
alternovanou aktivitou topoizomerdz U, zmenou intraceluldrnej
distribucie cytostatik asociovanou s expresiou lung rezistance pro-
teinu (LR P) (5,6), glutation S transferdzovym systémom (27), atd.
Pgp je membranovy transportér zo substratovou S$pecifitou napr.
pre doxorubicin, vinca alkaloidy a taxdny (7,8). ZvySend expre-
sia mdrl/Pgp nekoreluje s klinickymi parametrami u pacientov
sNSCLC (9,10,11). Zuvedeného vyplyva, ze dany mechanizmus
M D Rsanaklinickejrezistenciiu pacientovs NS C L Cvyraznou
mierou pravdepodobne nepodiela (12,13).

Dal§imM D Rasociovanym génomje mrpl kédujiciprotein M R P
(multidrug rezistance protein). FunkciaM R Pvbronchidlnomepi-
teli spocCiva v transporte cytostatik konjugovanych s glutatiénom
v glutatiéon S-transferdzovom systéme (14,15,16). U pacientov
s NSCLC korelovala expresia mrpl mRNA a mrp3 mRNA s in
vitrorezistenciounavinkristin,etoposidaD D P (17). Zarovetibol
zisteny signifikantny vzfah medzi expresiou M R P a prognézou
pacientovs NS CL C, ktorych nadory boli resekované v §tadiu JU
bez neoadjuvantnej chemoterapie (18). Uvedenému siboru paci-

entov bola ndsledne aplikovana adjuvantnd chemoterapia na baze
D D Pvkombindciisvindesinom (VDS) aleboCD D Pvkombind-
ciisetopozidom (VP-16).

Dal§im vyznamnym mechanizmom M D R, ktory sa uplatiiuje
vrezistencii na niektoré cytostatikd ako napr. D D P a doxorubici-
nu (DOX)jezmenavich intraceluldrnej distribucii, ktord spoci-
va v zabraneni vstupu dojadra rezistentnych nddorovych buniek.
Na uvedenom mechanizme sa pravdepodobne vyraznou mierou
podielaLRP.ZvySendexpresiaL R Pboladetekovand napr.vbun-
kovej linii A-549 rezistentnej na VP-16. Prognosticky vyznam
LR Pupacientovs NS CLC vsaknieje zatial objasneny (19).
Mechanizmus rezistencie na inhibitory topoizomerdz II spociva
vich znizenej intraceluldrnej akumulécii sprevadzanej znizenou
aktivitou a expresiou danych enzymov. Génové mutdcie topoizo-
merdzylla(Topoll)bolipozorovanévlinidchN S C L Crezistent-
nych nadaunorubicin (DAU)aVP-16. Vyskytuvedenych muté-
cii v klinickych vzorkdch pacientov s NS CL C je vSak velmi
sporadicky (20).

Expresia tkanivovej transglutamindzy bola popisovand v suvis-
losti s indukciourezistencie na D O X a skriZzenou rezistenciou na
VINvbunkovejliniiPC-14/ADR. Prognosticky vyznam expre-
sie daného enzymu vo vzorkdch pacientov s NS C L C taktiez nie
je objasneny (21,22,23).

K vzniku M D R prispievaju kvantitativne a kvalitativne alterdcie
v expresii onkogénov a génov fungujucich ako nddorové supreso-
ry. Expresia uvedenych génov hré kriticku tlohu v reguldcii bun-
kového cykluaapoptdzy. Nemutovany gén p53 (wild-type) je akti-
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vovany poSkodenim DNA v suvislosti s chemoterapiou a radiote-
rapiou. Nasledkom aktivicie daného génu dochddza k zastaveniu
bunecného cyklu vo faze G, ak indukcii apoptozy. Stidie in vitro
potvrdili, Ze vaciina protmadorovych lie€iv je ucinnejsia pri pri-
tomnosti wild-type p53 neZ pri pritomnosti mutantnych foriem.
Fujivara et al. (11) zistili, Ze adenovirusovy transfer génu p53 do
bunkovych linii odvodenych od NSCLC vyrazne zvysil ich senzi-
tivitu na DDP. In vitro $midie potvrdili, Ze znalost funk&ného sta-
vu p53 je vyznamnym znakom chemosenzitivity. Doposial bola
publikovana len jedina $tidia zaoberajiica sa alterdciou génu p53

Tabulka 1: Signifikantne vyznamné hodnoty (p) Spearmanova kore-
la¢ného koeficientu (r) pre indikované dvojice parametov; n-pocet
vySetreni.

korelované znaky n r p
_p53-MRP 65 0,34 0,006
p53 - procasp3 55 0,52 0,0001

p27-Tga 59 -0,29 0,027
ps3 - ACT-D 29 0,47 0,010
ps3-DAU 40 0,35 0,026
_p53-VIN 35 0,34 0,044
MRP - TAX 48 -0,29 0,043
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Obrazok 1. Hustricia pozitivneho vztahu medzi expresiou p53/pcasp3
a p53/MRP (p-hladina vyznamnosti t-testu). Negativita pcasp3 (r=0,52)
i MRP (r=0,34) koreluje s nizkou expresiou p53 a naopak.

Obrazok 2. Ilustricia imunohistochemickej expresie niektorych proteinov pri zvécSeniu 400x: nukledrna
expresia MRP (A), cytoplazmatick4 expresia p53 (B), nukle4rna expresia Topo 2« (C), cytoplazmatickd
expresia Pgp (D).
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a chemosenzitivitou in'vivo. Oshika et al. (26) vy3etrovali vztah
medzi overexpresiou (overexpresia = muticia) p53 a chemosenzi-
tivitou in vivo u pacientov s NSCLC v §tadiu IIla, ktorf sa podro-
bili neoadjuvantnej chemoterapii. Zistili signifikantny vztah med-
zi overexpresiou p53 a rezistenciou na chemoterapiu.

TaktieZ expresia inhibitorov cyklin-dependentnych kiniz p16
a p27 vo vzorkach pacientov s NSCLC sa ukdzala byt vyznam-
nym pozitivnym prognostickym faktorom (22,23,24). Strata ich
funkcie je ¢asto pozorovana u nddorov po neoadjuvantnej terapii
(22,23). Niektoré 3tudie uvadzaju, Ze expresia p16 a p27 korelu-
je u nadorov plic s chemorezistenciou in vitro. Volm et al. (22)
naproti tomu zaznamenali signifikantne vyraznej$iu klinicka
odpoved na DDP u pacientov s recidivujicimi NSCLC, ktorych
nédory exprimovali p27.

Cielom predkladanej price je overenie vzajomnej korelacie imu-
nohistochemickej expresie parametrov asociovanych MDR
s vysledkami testu in vitro chemosenzitivity u pacientov s NSCLC
po neoadjuvantnej terapii. Uvedené vysledky mdZu prispiet k pos-
iideniu prediktivnej hodnoty vySetrenia imunohistochemickej
expresie MRP, Pgp, p53, Tga, p27, pcasp 3 a Topoll vzhladom
k in vitro rezistencii na beZné protiniddorové lie€iva u pacientov
s karcinémom po neoadjuvantnej terapii.

Material a metédy

Subor pacientov

Do 3uidie bol zaradeny biopticky materidl od 64 pacientov
s NSCLC po neoadjuvantnej chemoterapii na baze CDDP+TAX
alebo CDDP+NVB. Vek pacientov sa pohyboval od 40-60 rokov,
z toho bolo 51 muZov a 13 Zien, histopatologicka diagn6za zahr-
Hovala adenokarcinémy (n=21) spinocelularne karcinémy (n=37)
a velkobunkové karcinémy (n=6) .

Imunohistochemickd detekcia proteinov MDR

Rutinne pripravené vzorky v parafinovych blokoch boly narezané
a prenesené na silanizované skl4, nasledne odparafinované a rehy-
dratované. Odmaskovanie antigénnych epitopov vzoriek bolo doci-
elené v mikrovinom generétori o vykone 800 W, v 0,01 M citritovom
pufti po dobu 15min. Po ndslednom premyti v destilovanej vode bola
aktivita endogennej peroxidézy odstranend v 10% roztoku H,0, po
dobu 3x10 miniit. Po naslednom premyti destilovanou vodou f)oh
nedpecifické viizbové miesta zablokované prevrstvenim vzoriek 5%
odtuénenym mliekom v TRIS pufre pH 7,6. Po odstraneni prebytod-
ného mlieneho pufru z povrchu rezu, boli na jednotlivé rezy nésled-
ne aplikované primarne protilatky. Protilatky boli riedené v izoto-
nickom TRIS pufti (pH 7,6)
nisledovne: monoklondlna mysia pro-
tilatka anti-p53 typ DO-1 1:1000(MOU
Bmo), monoklonilna mysia protilitka
anti-p53 typ FP 3111 1:500 (MOU
Brno), monokiondlna my$ia anti-Pgp
klon UIC2 1:100 (Dako), monoklonal-
na my$ia anti-Topo Ho klon SWT3D1
1:100 (Dako), monoklondina mysia
anti-p27 klon SX5368 1:100 (Dako),
polyklonélna krali¢ia anti-procaspaza3
klon NCL-CPP32p 1:100 (Dako),
mys$ia anti-tkanivova transglutaminéza
klon CUB7402 1:50 (Dako) a polyklo-
nalna kréli¢ia anti-MRP klon MRPmS5
1:20 (Alexis). Vzorky boly nésledne
inkubované pri teplote 4°C po dobu 12
hodin. Po premyti (3x5 min) v izoto-
nickom TRIS pufre (pH 7,6) bol nasled-
ne aplikovany farbiaci systém anti-
mySia/krili¢ia EnVision (Dako) na
dobu 30 minit. Po premyti vzoriek
vizotonickom TRIS pufri (pH 7,6) bola
vizualizovand aktivita peroxidizy
pomocou 0,01M diaminobenzidinu
v TRIS pufri s 0,01% H,0,. Rezy boly
dofarbené hematoxylmom, dehydrato-
vané, prejasnené a zamontované do
kanadského balzdmu. Pozitivita bola
hodnotena v 10 zomych poliach pri 400-
nasobnom zvicSeni a vyjadrena per-
centuélne.



Stanovenie in vitro citlivosti pomocou MTT testu

Na stanovenie in vitro citlivosti primarnych nadorovych buniek
NSCLC na protinddorové lie¢iva bol pouzity MTT test (29). Jeho
principom je premena M TT (3,4,5-dimethhiazol-2yl-2,5 difenyl-
tetrazolium bromid) vitdlnymi bunkami na nerozpustny forma-
zan. Po rozpusteni kryStdlov formazdnu bola stanovend absor-
bancia v pomocou ELIS A readeru pri 540 nm. Nasledne sme pre
jednotlivé cytostatikd poc¢itacovo vyhodnotili letdlne davky zabi-
jajiice 50% buniek (TCS,,).

Statistickd analyza

Vysledky imunohistochemickej detekcie boli spracované a porov-
nané medzi sebou a taktiez s vysledkami testu in vitro citlivosti
na cytostatikd v programe GraphPad Prizm pomocou Spearma-
novho korela¢ného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu.

Vysledky

Porovnali sme imunohistochemicku expresiu sledovanych zna-
kovnavzdjomasvysledkami M T T testu. Signifikantné korelacie
s zachycené v tabulke 1. Zo vsetkych sledovanych znakov boli
zistené koreldcie len medzi expresiou p53/MRP (r=0,33,
p=0,006), p53/pcasp3 (r=0,52, p<0,0001), p27/Tga (r= -0,29,
p=0,027). Expresia p53 korelovalasin vitro rezistenciouna ACT -
D (r=0,47, p=0,01), DA U (r=0,35, p=0,026) a VIN (r= 0,34,
p=0,044). Zaroven bola zistend koreldcia medzi expresiou M R P
a citlivostou na TAX (= -0,29, p = 0,043). Stbory vykazujuce §ta-
tisticky vyznamné koreldcie boli rozdelené podlajedného z para-
metrov a ich medidny/priemery porovnané Mann-Whitney tes-
tom/t-testom. V tejto analyze sme potvrdili vyznamny vzfah iba
medzi p53/pcasp3 (MW p<0,0001, t-test p<0,0001) a p53/MRP
(MW p=0,015, t-test p=0,026). Na obrazku i sti zobrazené pri-
emerné hodnoty p53 po rozdeleniu podla pozitivity/negativity pro-
caspazy3 alebo M RP. Obrazok 2 zobrazuje typickd imunohisto-
chemicku expresiu vybranych znakov.

Diskusia

V nasej praci sme dospeli k niekol’kym zdverom. Zistili sme, Ze
expresia Pgp nekorelovala s in vitro rezistenciou na ziadne z tes-
tovanych cytostatik. Uvedené zistenie je v stlade s pocetnymi
Studiami, ktoré uvddzaju, ze expresia Pgp a hladinymdrimRNA
nekoreluje s in vitro rezistenciouu NSCLC (1). Jednym z moz-
nych vysvetleni je skuto¢nost, ze az 40 % nadorov exprimujii-
cich Pgpjecitlivychna D N R (30). V podstate to znamena, Ze nie
je mozné z expresie Pgp usudzovaf na jeho funk&nt aktivitu. Tto
skutotnost pravdepodobne zodpovedd za mnoZzstvo sklamani,
ktoré ndm priniesla aplikdcia blokdtorov Pgp (cyklosporin A,
verapamil, atd.) s Pgp transportovanymi cytostatikami v klinic-
kej praxi.

Dal3im vyznamnym zistenim bol signifikantny vzfah medzi expre-
siou MR P a citlivostou na TAX. Sucasné $tudie potvrdzuji, ze
taxol nie je transportovany M R P (3). V nasej $tudii bol zdroven
potvrdeny vzfah medzi expresiou p53 a MRP. Dokdzali sme, Ze
mutantné formy p53 sposobuju zvySenu syntézu M R P, ¢o je prav-
depodobne jeden z mechanizmov, ktorym nefunkénost proteinu
pS3 prispievak vzniku M D R. Expresia p53 taktiez korelovalasin
vitro rezistenciou na ACT-D, DA UaVIN. Recentné in vitro $td-
die ukazuju, ze vac¢Sina protinddorovych lie¢iv je u¢innejsia v pri-
tomnosti wild type p53, v porovnani s mutantnou formou (28).
Jedinou vynimkou v tomto smere je taxol (3). Domnievame sa, Ze
tdto skutocnost suvisi s vizbou medzi expresiou mutovanej for-
myp53aMRP.Akouzbolouvedené, M R P nieje spojeny s tran-
sportom TA X, ale celej §kaly inych cytostatik.

Na potvrdenie prognostického vyznamu p53 su potrebné pro-
spektivne Studie na velkej skupine pripadov so sledovanim kli-
nickej odpovede na chemoterapiu. Paradoxné je naSe zistenie, ze
expresia p53 suvisi s expresiou prokaspazy 3. Uvedeny fenomén
sa dd pravdepodobne vysvetlif tym, ze akumuldcia prokaspézy este
nemusi znamenat apoptdzu. Pre spresnenie daného vzfahuje nut-
né vySetrif p53-independentné apoptotické mechanizmy spolu
s ostatnymi kaspazami aktivovanymi kaspazou 3.
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CHEMOTERAPIE OVARIALN{HO KARCINOMU S OHLEDEM NA STANOVENI IN VITRO
CHEMOSENSITIVITY - VYBRANE KAZUISTIKY

CHEMOTHERAPY OF OVARIAN CANCER WITH RESPECT TO RESULTS OF IN VITRO
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Souhrn: PokroCilé nebo recidivuf’ici ovaridlni karcinomy jsou i v dneSni dob¢ velkym terapeutickym problémem. Na pifkladu kasu-
istik 3 nemocnych, u kterych bylo provedeno stanoveni rezistence na cytostatika in vitro, se pokousime o vysvétleni prib&éhu nemoci.

1. pacientka s ovaridlnim karcinomem ve III klinickém stadiu, po suboptimalnim debulkinEu, pickvapuje velmi rychlou odpovédi na
kombinaci cyklofosfamid, doxorubicin, cisplatina, kdy po 3 cyklech je dosazeno histologické komp
klinickém stadiu dochdzi k proir]esi v pribéhu intenzifikace chemoterapie (karboplatina v monoterapii nahrazena kombinaci
lé¢ena pro recidivu ovaridlniho karcinomu, u které selhava 2. a 3. rada chemotera%ie ma 4. fadu Tgro—
emoterapie. Na

platina + paklitaxel). 3. pacient|

ve I1L

2. pacient
rbo-

letni remise.

vedenou na zaklad¢ vysledku testu rezistence a dochézi u ni k posunu smérem k rezistentnéjsi formé jiz po 1. cyklu ¢ e.
zdkladé dosud publikovanych praci i na zdkladé naSich zkuSenosti Iz predpokladat pozitivni ptinos vybéru cytostatika na zakladé
vysledku testu in vitro. Pro zavedeni do bézné klinické praxe je nutné jesté optimalizovat interpretaci vysledkd in vitro test(i a ovéfit
korelaci s klinickym vystupem v randomizovanych klinickych studiich.

Kli¢ova slova: karcinom ovaria, Protinddorova chemoterapie, rezistence na cytostatika, testovani chemorezistence in vitro

Summary: Advanced ovarian cancer is a serious therapeutical problem. This paper shows on example of three patients the importance

of in vitro drug resistance assay for explanation of disease outcome. The first patient was di T sul
she was treated with combination of cyclopho(sjpharmde, doxorubicin and cisplatin with very good response (in vitro drug

surgery

osed in stage III. After suboptimal

sensitive). The second patient also in staﬁg 111 progressed rapidly on both carboplatin alone or in combination with paclitaxel (in vitro

drug resistant). The third patient was sui

ering from relaps of ovarian cancer.

e failured on 2" and 3" line of chemotherapy, so she

was treated according to results of in vitro chemosensitivity assay with transient response. Patient outcomes are discussed in correlation

with in vitro drug sensitivity asssay.

Key words: ovarial cancer, anti-cancer chemotherapy, multidrug resistance, in vitro chemoresistance assay

Pouzité zkratky: MTT test = MTTassay -, IDS - interval debulking surgery, AUC - area under curve, TCS, - 50% tumor cell
survival, CA P rezim - kombinace cyklofosfamidu, doxorubicinu a Cisplatiny ’

Uvod

Karcinomy vaje¢niki patfi mezi prognosticky nejméné piiznivé
z gynekologickych zhoubnych nadort. Incidence v CR v roce 1996
byla 22,3/100 000 (1181 nové diagnostikovanych nadort) a mor-
talita 12,4/100 000 (656 umrti). VétSina Zen je diagnostikovdna
s pokroc¢ilym nadorem, tj. ve I11. nebo I'V. stadiu, kdy se nddor $iii
po peritoneu mimo oblast pAnve nebo jsou jiz pfitomny vzdalené
metastazy (1). Progndza dlouhodobého pfeziti v takové situacije
S$patnd. Zéakladnim terapeutickym zdsahem je chirurgické odstra-
néni makroskopického tumoru s naslednou chemoterapii. Tento
pfistup u mnoha zen neni technicky proveditelny pro pokrocilost
ndadoru v oblasti panve. Optimalné provedeny debulking nebo
mnozstvi nadorové tkané ponechané in situ ziistava vedle stadia
prognozu nemocnych. Chemoterapie ovaridlniho karcinomu pro-
délala vyvoj od monochemoterapie cyklofosfamidem, ptes uplat-
néni Cisplatiny v kombinaci s cyklofosfamidem az po dnesni dopo-
rucovany standard pro 1é¢bu 1. fady - kombinaci paklitaxelu
s cisplatinou ev. karboplatinou. Pfes vyznamné zlepSeni vyhlidek
nemocnych s pokro¢ilym ovaridlnim karcinomem v dusledku
zavedeni novych terapii prognéza dlouhodobého pieziti zlstava
spiSe $patnd a u vysokého procenta zen s pokroc¢ilym nddorem pies
pocéteéni dobrou odezvu na cytostatickou 1é¢bu dochazi k reci-
divam. S vyvojem v oblasti molekuldrni biologie a s pfibyvajici-
mi poznatky na poli 1ékové rezistence v poslednim desetileti opét
zesiluji snahy o nalezeni vhodné metody pro testovani rezistence
na cytostatika ve snaze pfizplsobit poddvanou chemoterapii
vysledku testu in vitro. Nasledujici kazuistiky jsou uvedeny
s naslednou diskusi nad vysledky testu rezistence in vitro prova-
dénym M TT testem. (2,3)

1. kazuistika

491etd zena s dvoumési¢ni anamnézou dysurickych potizi,
s postupnym zvétSovanim objemu bficha, s naslednou anorexii
a oligurii, u které byl diagnostikovan suspektni nalez na vajeCni-
cich, byla 15.3.1999 provedena na gynekologii laparotomie.
V opera¢nim nalezu dominuje 6 litr ascitické tekutiny a tumor
vychdzejici z levého ovaria, na ktery nasedaji stievni kli¢ky.
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Omentum, jatra i uzlinyjsou bez zndmek nadoru, makroskopic-
ké nadorové zmény na serose tenkého stieva. Uzavieno jako sta-
dium in B. Provedena subtotélni resekce levych adnex, pro Siro-
ké nasedani nddorovych mas na sténu panevni a panevni cévy
nebylo mozné dokon¢it radikdlni vykon a ¢ast nddoru velikosti
10x5x3 cm byla ponechdna in situ. Histologicky nalez stanovi
diagnézu nizce diferencovaného serosniho papilokarcinomu.
Pacientka byla indikovadna k chemoterapii a vzhledem k souhla-
su s ucasti ve studii IDS (interval debulking surgery) byl u ni
zahdjen rezim CAP (cyklofosfamid 600 mg/m’, doxorubicin 60
mg/m’ a cis-platina 75 mg/m”’). Pod4ny celkem 3 cykly chemo-
terapie od 1.4.1999 do 19.5.1999. V priibéhu chemoterapie dochd-
zi k poklesu nadorového markertt CA 125 ze 154,5 U/ml na 7,3
U/ml (Graf 1). 30.6.1999 provedena abdomindlnl hysterektomie,
oboustranna adnexotomie, resekce omenta, appendectomie, pra-
vostrannd lymfadenektomie. Peropera¢ni ndlez ukazuje vlevo
v panvi zbytek tumoru s nekrézami, adherujici k rektosigmoideu,
jinak v dutiné bfi$ni bez znamek nadoru. Proveden vyplach duti-
ny biisni - tekutina odesldna rovnéz na cytologické vySetfeni.
Histologicky ndlez z tumoru v oblasti levych adnex - bez nddo-
rovych zmén, vzorek z peritonea - nekréza, lipogranulomatdzni
reakce, bez nadorovych zmén, uzliny - sinusova histiocytéza,
omentum normalni nalez, bez nddorovych zmén, pravé ovarium
- endometroidni cysta, bez nddorovych zmén, tuby oboustranné
bez nddorovych zmén, déloha se subserdéznim leiomyomem, bez
nadorovych zmén, lavdz dutiny bfi$ni - cytologicky negativni,
¢ipek délozni s mirnym chronickym zanétem a ovula Nabothi.
Po 3 cyklech chemoterapie l1ze hodnotit jako mikroskopickou
kompletni remisi. Poopera¢né dle protokolu IDS podéany 3 cyk-
ly chemoterapie paklitaxel (175 mg/m’) a karboplatina (AUC =
5,5). Lécba ukoncena v zaii 1999. Nasledné je pacientka dispen-
zarizovand - posledni kontrola v ¢ervenci 2000 - gynekologicky
nélez bez zndmek recidivy, CA 1256,8 U/ml uzavieno jako trva-
jici kompletni remise.

Pribéh 16€by na prvni pohled neni ptekvapivy a neobvykly. Zaji-
mavé je vSak rychlost a iplnost odpovédi (pokles nddorovych mar-
kerd do normélnich hodnot po 2. cyklu chemoterapie a mikro-
skopickd kompletni remise po 3 cyklech pfedoperaéni



chemoterapie CAP). Kdyz se podivime na vysledek M T T testu,
ktery byl proveden na vzorku naddorovych bunék z primérni ope-
race pfed zahdjenim 1éCby cytostatiky, vidime zde moZznost vel-
mi dobré odpovédi na cisplatinu (TCS™: 0,755 mg/ml) a hranic¢-
nf pro doxorubicin (TCS;,: 1,0149 mg/ml) (viz tab. 1).

Tabulka 1. Vysledek testu rezistence na cytostatika - 1. kasuistika (odbér
materialu 15.3.1999)

Cytostatikum® | TCS, (ug/ml) | Cytostatikum® | TCS,, (ug/ml)
cisplatina 0,75 vinorelbin 13,21
paklitaxel 17,64 etoposid nad 50,00
doxorubicin 1,01 daunorubicin 0,01
karboplatina 1,70 vincristin 12,50
gemcitabin nad 300,00 docetaxel nad 50,00
topotecan 1,46 aktinomycin D 0,21
mitoxantron nad 2,00 bleomycin nad 50,00

+ in vitro rezistentni cytostatika jsou tuéné

2. kazuistika

691etd Zena piijata 8.6.1998 na interni kliniku pro pocit pIného bfi-
cha, zvySené teploty dosahujici 38 ° C, nechutenstvi. Klinickym
vySetfenim zji§téna rezistence na rozhrani epigastria a mesoga-
stria velikosti 5x10 cm. Ultrazvukové vysetfeni biicha prokazuje
ascites. CT dutiny bfiSni potvrzuje pouze ascites, nevylucuje tumor
v oblasti panve. 10.7.1998 provedena laparotomie s ndlezem 4 lit-
rd ascitické tekutiny, karcinomatdzou peritonea, omentum pie-
ménéno v plastron velikosti 15x20 ¢m o tloustce 2-3 cm. V malé
péanvi ptitomen tumor, do kterého zavzaty tuby s délohou a sig-
matem, vytvafejici obraz ,,frozen pelvis". Stav uzavien jako ino-
perabilni. Odebrana biopsie z omenta. Histologicky nélez svéd¢i
pro nizce diferencovany adenokarcinom s hlenotvorbou a fokal-
ni dlazdicobunéénou diferenciaci. Primarni lozisko je nejspiSe
ovarium. Rentgen hrudniku a ultrazvuk jater bez zndmek metastaz.
V nadorovych markerech dominuje hodnota CA 125 -16960 U/ml.
Vzhledem k celkovému stavu nemocné zahdjena chemoterapie
karboplatinou v monoterapii v ddvce 350 mg/m’, v intervalu 21
dni. Po 3 cyklech dochazi po pfechodném vzestupu CA 125 (32
170 U/ml), ktery mohl byt zplisoben rozpadem tumoru a nésled-
né k poklesuna 6430 U/ml (Graf2). Dle ultrazvuku bficha doslo
ke zmenSeni tumoru v epigastriu. Vzhledem ke zlepseni celkové-
ho stavu rozhodnuto o zméné chemoterapie na kombinaci pakli-
taxel (350 mg/m’)+karboplatina (AU C =5,5) v 4-tydennim inter-
valu. 2 cykly chemoterapie jsou provazeny jesté poklesem markert
az na hodnotu 847 U/ml a zlepSovanim klinického nélezu, nic-
méné po 3. cyklu chemoterapie dochazi opét k vzestupu CA 125
na hodnoty vyssi nez 5000 U/ml, ultrazvukové vySetieni bficha
15.1.1999 je bez nélezu tumoru. Vzhledem k vzestupu markert
poddna 1 série chemoterapie karboplatiny v monoterapii, docha-
zi k dal§imu vzestupu markeri na 20 160 U/ml. Vzhledem k p¥iz-
nivému klinickému nélezu rozhodnuto o laparotomické revizi,
kterd provedena 3.2.1999 s ndlezem ascitu, tumorosnich mas v bfi-

Tabulka 2. Vysledek testu rezistence na cytostatika - 2. kasuistika

TCS;, (ug/ml)

Cytostatikum”

1. vySetfeni (odbér materidlu 10.7.1998)

cisplatina 9,38
paklitaxel 10,46
daunorubicin nad 2,00

2. vySetfeni (odbér materidlu 3.2.1999)

cisplatina 4,18
paklitaxel 10,87
daunorubicin nad 2,00
etoposid 17,86
vincristin 0,34

Se, znesnadiujicich piistup k jatrim, rozsev po peritoneu, pfistup
do panve znemoznén nadorovymi hmotami. Operace ukoncena
jako explorativni. Po operaci podény jesté 2 cykly chemoterapie
karboplatina v monoterapii, nicméné pro progresi v markerech
(CA 125 aZna 162500 U/ml) a klinickou progresi ddle doporuce-
na symptomaticka terapie. 16.6.1999 nemocnd umird v dtsledku
progrese onemocnéni. V tomto pfipadé nds pfekvapily signdly
progrese v priubéhu intenzifikované chemoterapie v situaci, kdy
klinicky nalez a ultrazvukové vySetfeni spiSe vypovida o opaku.
Pti pohledu na vySetfeni rezistence na cytostatika vidime riziko
rezistence na cisplatinu a paklitaxel (tab 2). Odpovidalo by to
i ptivodni dobré odpovédi na monoterapii platinovym derivitem
aposléze i nakombinaci s paklitaxelem. Nicméné o dal§im pri-
béhu se mizeme domnivat, Ze byl ovlivnén progresi vyselekto-
vaného rezistentniho nddorového klonu. Rezistence na karbopla-
tinu bohuzel nebyla testovdna s ohledem na malé mnozstvi
dodaného materidlu.

3. kazuistika

51 letd Zena sledovana 2 roky pro myomat6zni délohu, pro pro-
gresi nalezu indikovand abdomindlni hysterektomie. 17.3.1998
provedena laparotomie s ndlezem myomat6zni délohy, vlevo pev-
né adheruje ovaridlni tumor cystického charakteru do Douglasu
ak zadnimu listu, vpravo ovarium normalni velikosti pevné adhe-
rujici k zadnimu listu, kde suspektnl infiltrace, ascites nepiito-
men, nasténné peritoneum, uzliny a jatra bez zndmek metasta-
tického postizeni. Provedena abdomindlni hysterektomie
s oboustrannou adnexotomii. Makroskopicky se jevi vykonjako
radikalni. Histologicky nalez na obou ovariich ve smyslu stfed-
né az nizce diferencovaného cystadenopapilokarcinomu pievaz-
né serosniho ptivodu, misty s mucinosni diferenciaci, leva tuba
s loziskem ovaridlniho karcinomu, déloha s metastazou ovarial-
niho karcinomu v myometriu. U nemocné aplikovano v obdobi
od 25.3. do 15.7.1998 6 cykli adjuvantni chemoterapie paklita-
xel (135 mg/m’) a cisplatina (75 mg/m’). Pted zahdjenim che-
moterapie hodnoty markerd CA 12558,7 U/ml klesaji po 1. cyk-
lu do normalnich hodnot. Dale je pacientka dispenzarizovana. 14.
4.1999 dochézi ke zvySeni CA 125 na 41,7, zacdtkem Cervence
se objevuji dechové potize, bolesti na hrudniku vpravo a suchy
kasel. Pro tyto potize pacientka pieSetiena. Snimek plic proka-
zuje hydrothorax vpravo a suspektni lozisko velikosti 5 cm.
6.8.1999 provedeno CT vySetfeni bficha a panve s ndlezem reci-
divy v oblasti poSevniho pahylu, dale zvétSené panevni uzliny,
suspektnl hmoty v oblasti omenta, ascites. Hodnota CA 125 stoup-
la na 593 U/ml (Graf 3). U nemocné provedena evakuace 1300
ml tekutiny z dutiny hrudni, tato vySetfena cytologicky s ndle-
zem malignich bunék velmi pravdépodobné serosniho papilo-
karcinomu. Déle zahdjena paliativni chemoterapie karboplatinou
v monoterapii (AUC =7) v 28 dennim intervalu od 12.8.1999 do
6.1.2000. Po piechodném poklesu hodnot CA 125, vymizeni néle-
zu na snimku plic a vymizeni subjektivnich potizi, dochdzi opét
k progresi. Proto chemoterapie zménéna na monoterapii topote-
kanem (2 mg/m’) v 5-dennim podéni. Lé¢ba provdzena vyraz-
nou hematologickou toxicitou. Po 2 cyklech pro rychly rlist rezi-
stence v malé panvi, kdy klinicky hmatna rezistence nad

Tabulka 3. Vysledek testu rezistence na cytostatika - 3. kasuistika

Cytostatikum*  TCS,, (ug/ml)  Cytostatikum®™ TCS, (pg/ml)
1. vySetfeni (odbér materidlu 28.3.2000)
cisplatina 42,56 vinorelbin nad 50,00
paklitaxel 4,01 etoposid nad 12,50
doxorubicin nad 2,00 daunorubicin 0,47
karboplatina nad 100,00 vincristin nad 50,00
gemcitabin 495 bleomycin nad 50,00
topotecan 2,72
2. vySetieni (odbér materialu 10.5.2000)
cisplatina 32,05 gemcitabin 23,99
paklitaxel 12,91 topotecan 1,68
doxorubicin nad 2,00 vinorelbin nad 50,00
karboplatina 27,94 etoposid nad 50,00

+ in vitro rezistentni cytostatika jsou tuéné

+ in vitro rezistentni cytostatika jsou tu¢né
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Obrazek 2: Pribéh hodnvot markeru CA 125 od zadithm terapie - 2. kazmistika
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Obrézek 3: Priibéh hodnot markem CA 125 od zatétku terapie relapsu
onemocnéni - 3. kazuistika

symfysou velikosti 13x10 cm indikuje paliativni radioterapii. Od
27.3. do 28.4.2000 ozéiena rezistence v panvi do 46 Gy. Sou-
Casné se objevuje vypotek v pohrudni¢ni dutiné, pro ktery opa-
kované evakuace. Od 4.5. 2000 zahdjena jiZz 4. rada chemotera-
pie gemmtabmem v monoterapii (1200 mg/m’). Lééba je
komplikovana zna¢nou dfefiovou toxicitou (leukopenic 3. stup-
n¢é atrombocytopenie 4. stupné dle WHO), pro kterou nelze dodr-
zet davkovaci schéma. Marker CA 125 opét klesd z 391 U/ml
v kvétnu 2000 na 129 U/ml v ¢ervnu 2000. Nicméné 4.7.2000
opét zjiSténa progrese v markerech, kterd pokracuje. U nemocné
déle doporucena symptomaticka terapie. K vybéru chemoterapie
4. tady prispél vysledek testu rezistence z bunék v pleurdlnim
vypotku viz tab 3. Nicméné opakované vySetfeni rezistence na
cytostatika po prvnim cyklu chemoterapie s gemcitabinem uka-
ZUJe posun TCS,, kvy$sim hodnotdm a navic 45% bunék pfezi-
va i nejvyssi testovanou koncentraci cytostatika.

Diskuse

V soucasné dobé jsou rezimy paklitaxel s cisplatinou a paklitaxel
s karboplatinou povazovany na zékladé publikovanych velkych
randomizovanych klinickych studif za stadardni 1é¢bu 1. linie (stu-
die GOG 111 kanadsko-evropska studie, ddle G O G 158). Stu-
die G O G 111 srovnava rezim cis-platina + cyklofosfamid s rezi-
mem cis-platina + paklitaxel. Tato studie prokazuje zlepSeni
1é¢ebnych vysledki v piipadé pouziti rezimu s paklitaxelem ve
smyslu odpovédi (CR+PR 73% vs. 60%) i ve smyslu ptezivani
(median 38 vs 24 mésicil) (4). Kanadsko-evropska studie tuto sku-
te¢nost potvrzuje (CR+PR 77% vs. 66%, medidn ptezivani 35 vs.
25 mésicti) (5). Studie G O G 158 srovnava kombinaci karboplati-
na + paklitaxel s kombinaci cisplatina + paklitaxel. Tato studie
prokazuje stejnou uéinnost obou rezimi a snizeni gastrointesti-
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nélni a metabolické toxicity v rameni s karboplatinou (6). Na
ASCO2000 jsou prezentovainy predbézné vysledky studie ICON
3 srovndvajici ndsledujici rezimy: karboplatma v monoterapii
(AUC min. 6), paklitaxel (175 mg/m’) + karboplatina (AU C 6)
arezimCAP (cyklofosfamld 500 mg/m’, doxorubicin 50 mg/m
a cisplatina 50 mg/m’) a pfekvapivé neprokazuje statlstlcky 51g-
nifikantni rozdily mezi jednotlivymi rezimy pokud se ty¢e u¢in-
nosti, nicméné prokazuje tendenci smérem k lepSim vysledkiim
urezimu s paklitaxelem u nemocnych s vét§im rezidudlnim nado-
rem. (7)

Testovani rezistence na cytostatika jako prosttedek k predikci kli-
nické odpovédi je jiz dlouhou dobu velmi diskutovanym problé-
mem. V roce 1990 von Hoff prezentuje praci zabyvajici se hod-
nocenim do té doby publikovanych v literatuie. Na vybraném
souboru 54 in vitro/in-vivo korela¢nich studii ukazuje, Ze pre-
diktivni hodnota pozitivity testuje 69% (spravné pozitivni/(sprav-
né pozitivni+falesné pozitivni) a prediktivni hodnota negativity
testuje 91 % (spravné negativni/spravné negativni+falesné nega-
tivni). Tyto vysledky jsou srovnatelné se spolehlivosti stanove-
ni hormondlnich receptori nebo testovani senzitivity na antibio-
tika. Podivuje se nad tim, Zze prediktivni vyuziti stanoveni
rezistence in vitro neni akceptovano v klinické praxi (8,9). Tay-
lor se spolupracovniky prezentuje soubor 37 nemocnych, u kte-
rych byla vySetiena rezistence na cytostatika MTT testem a kde
byla dostupna klinickd data. U 11 ze 17 pacientti v senzitivni sku-
piné bylo dosazeno kompletni remise, zatimco v rezistentni sku-
piné to byli 3 z 20 pacient( (10). Orret al. srovnava rezim cyklo-
fosfamid + cisplatina vs. paklitaxel + cisplatina, kdy chemoterapie
byla poddna s ohledem na vysledek testu rezistence. Rozdily v tfi-
letém pieziti v obou skupinach nebyly signifikanté rozdilné. Auto-
i rovnéz rozebiraji vliv na 1é¢ebné naklady, kdy testovani rezi-
stence se jevi jako prospésné (11). Eltabbakg et al. posuzuje
vyznam EDR (extreme drug resistance) testu pro predikei kli-
nické odpovédi. V zavéru uvadi, Ze rezistence na paklitaxel neni
spolehlivym ukazatelem rezistence na kombinovany rezim pak-
litaxel + cisplatina (12). Kurbacher et al. s pouzitim ATP-TCA
(ATP tumor chemosensitivity assay) predpovida, Ze s pfiddnim
tfetiho cytostatika dle vysledku testu in vitro k rezimu paklitaxel
+ cisplatina miZe se zvysit procento odpovédi ze 70% na 88%
a muze zvysit i ndkladovou efektivitu 1é¢by (13). Dottino et al.
rovnéz uvadi prospéSnost vyuziti vysledku testovani rezistence
urecidivujicich ovaridlnich karcinomu pfirozhodovéni o terapii
2. a vy$8i fady (14). Fruehaufet al. s vyuzitim EDR testu zdi-
raznuje prediktivni hodnotu rezistence na cisplatinu pro klinic-
ky vysledek 1é¢by a zvazuje, zda v pfipad¢ rezistence na cispla-
tinu by nebylo vhodnéjsi pouzit kombinaci paklitaxelu s jinym
cytostatikem ev. novou kombinaci dle vysledku testu rezistence
a zda tato 1é¢ba nezlepsi prognézu nemocnych (15).

Nase dosavadni zkuSenosti ukazuji, ze u nemocnych, u nichz
vysledek testu ukazuje rezistenci nadorové populace in vitro na
vSechna testovana cytostatika, dochézi k progresi nadorového one-
mocnéni jeSté v pribéhu protinddorové chemoterapie nebo efekt
chemoterapie je velmi kratkodoby a prakticky vzdy kon¢i one-
mocnéni ve velmi kratké dob¢ umrtim. Dadle v ptipadé¢ terapie 2.
a vy$8i fady pokud ptizplisobime cytostaticky rezim vysledkim
testu rezistence, pak i v piipadé vyrazné piedlé¢enych nemocnych
mizeme sledovat terapeuticky efekt, a to i v pfipad¢ pouziti ne
zrovna typickych cytostatik pro konkrétni diagnézu.

K diskusi na téma prediktivni vahy testovani rezistence na cyto-
statika in vitro nutno pfes vSechny publikované vysledky a nase
piiznivé zkusenosti doporucit velmi opatrné prevadéni do klinic-
ké praxe, a to zvIasté pro 1é¢bu 1. fady. Nicméné v ptipadé 1éCby
2. a vyssi fady stoji za zvaZzeni, zda vybér kombinace cytostatik
dle vysledku in vitro testu nebude znamenat lepsi paliativni a eko-
nomicky efekt pfipadné sniZeni toxicity terapie.

Zavér

Prognéza pacientek s pokro¢ilym nebo recidivujicim karcinomem
ovaria pies ur€ité zlepSeni 1é¢ebnych vysledki zavedenim novych
cytostatickych kombinaci zistava i nadale spiSe Spatnd. Uvede-
nim kazuistik a diskusi s ohledem na predikci odpovédi na 1é¢bu
na zakladé testti rezistence in vitro jsme chtéli poukazat na urcité
moznosti zlepSeni 1é¢ebnych vysledkd a ekonomizaci ndkladu.
Publikované vysledky i nase zkuSenosti vyznivaji povzbudivé. Je
nutno v8ak dofesit fadu problémi, z nichz jako nejdulezitéjsi se
nam jevi:



+ ziskani dostate¢ného mnozstvi vitalnich nadorovych bunék pro
testovani nejen jednotlivych cytostatik, ale i cytostatickych
kombinaci,

+ optimalizovat interpretaci vysledki testu rezistence in vitro,

+ ovéfeni korelace predikce in vitro s klinickym vystupem v dob-
fe postavené randomizované klinické studii.

Rovnéz kombinace vysledki in vitro s dal$imi ukazateli 1ékové

rezistence jako je exprese glykoproteinu p170, exprese topoizo-

merdz, mutace tubulinti atd. muze pfinést dalsi informace, které
by mohly vést v budoucnu k individudlni optimalizaci Ié¢ebnych
vysledku.

Podékovdni: .
Prdce je podporovina z védecko vyzkumného zdméru MSMT
J 14/98: 151100001, grantem IGA MZ 4132-5 a Nadaci pro
vyzkum rakoviny v Olomouci.
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HLAVNI KLINICKE INDIKACE PRO TESTOVANI CHEMOREZISTENCE NADORU IN VITRO

PRINCIPAL CLINICAL INDICATIONS FOR /N VITRO CHEMORESISTANCE TESTING
OF MALIGNANT TUMORS

KISS I, ZALQUDIK J.,, VYZULA R, TOMASEKJ., COUFAL 0., KOCAKOVA I. ,
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Souhrn: Na zéklad¢ testi chemorezistence by teoreticky bylo mozné vybrat optimdlni sloZzeni chemoterapie z vice moznosti stan-
dardnich schémat, zvazovat zda viibec chemoterapii zahdjit, eventudlné zafadit do Ié¢ebného schématu nestandardné pouzivand cyto-
statika. Nepiimé testy chemorezistence mohou byt zaloZeny na a) parametrech obecné biologické aktivity nadortijako je proliferace,
apoptdza, exprese nékterych regulaénich proteini, b) na specifickych mechanismech detoxikace nebo metabolismu cytostatik, napfi-
klad aktivité P-glykoproteinové pumpy, enzymii jako tymidilat syntdza nebo glutathion-S-transferaza, c) stanoveni receptorti pro vaz-
bu specifickych inhibitori jako jsou receptory steroidnich hormonti nebo HER2-receptor. Pfimé testy hodnoti pfimy efekt kontaktu
nadorovych bunék v kultufe s cytostatikem. Jednozna¢nou indikaci k testovani chemorezistence jsou nadory, u nichz dosud neexi-
stuje statisticky dostate¢né ¢inna chemoterapie jako jsou maligni melanom, adenokarcinom ledvin, nddory centralni nervové sou-
stavy, nemalobuné¢ny karcinom plic, sarkomy mékkych tkdni, hormondlné rezistentni karcinom prostaty, nadory délohy a ¢ipku, stej-
né jako nddory horni Casti zazivaciho traktu, tedy jicnu, zaludku, pankreatu, jater a Zlu¢ovych cest. Lé¢ebné odpovédi na riizné rezimy
chemoterapie v téchto indikacich ziidka ptesahuji 15-30%. U ostatnich nadord, kde jsou standardizovany relativné u¢inné rezimy
mohou testy chemorezistence pfispét k rozhodovani pfi progresi v pribéhu primarni 1é¢by u recidiv k primdrni terapii jiz necitli-
vych. Autofi zdiraziiuji potiebu korelaci laboratornich nalezt a klinického prib&hu a komentuji v piehledu nékteré jiz publikované
prace na toto téma.

Kli¢ovéslova: chemorezistence nadorti, pfimé a nepiimé testy chemorezistence, klinické indikace

Summary: Cancer chemotherapy may be optimized based on chemoresistance testing. In theory, the ineffective drug could be omitted
and even replaced by another with pre-tested sensitivity. In indirect testing following parameters can be investigated: a) proliferation,
apoptosis, regulatory proteins etc. as markers of biological activity of tumors, b) specific detoxication mechanisms and enzymes of
drug metabolism as P-glycoprotein, thymidilate synthase, glutathion-S-transferase, etc., ¢) specific receptors for inhibitory drugs as
steroid hormone receptors, H ER 2 receptor, etc. Direct testing is based on direct contact of cancer cells in tissue culture with a particular
anti-cancer drug. Primary chemoresistant tumors as are melanomas, gliomas, soft tissue sarcomas, kidney carcinomas, non-small cell
lung carcinomas, uterine cancer, hormone-independent prostatic carcinomas and especially malignant tumors of upper gastrointestinal
tract, pancreas and bile ducts are among the first candidates for chemoresistance testing. Chemotherapy response rates in such tumors
rarely achieve 15 to 30%. Even the tumors with good primary responses to standardized chemotherapy regimens as are breast,
colorectal, testicular and ovarian cancers may qualify for chemoresistance testing in case of progression under standard chemotherapy
or recurrence after therapy. The authors suggest the need for studies correlating the laboratory results with clinical outcomes in order

to promote a vision of'tailored chemotherapy.

Key words: tumor chemoresistance , indirect and direct tests, clinical indications

Vyznam prediktivnich a prognostickych markera v klinické
onkologii

Pravdépodobnost 1é¢ebné odpovédi nddorového onemocnéni na
podéavéani cytostatik mtize byt velmi rozdilnd. Nddorova onemoc-
néni mizeme z klinického pohledu rozdélit na primarné chemo-
rezistentni (maligni melanom s kurativnim efektem téméi 0%)
a chemosenzitivni (testikuldrni nddory s kurativnim efektem az
100%). Toto orientatni déleni se opird o vysledky klinickych stu-
dif v 1é¢bé jednotlivych onemocnéni. Dale vSak existuje indivi-
dudlni rezistence k chemoterapii v rdmci jedné skupiny onemoc-
néni, af sejizjednd o primarné rezistentni, napiiklad testikuldrni
nador s progresi v pribéhu standardni chemoterapie, ¢i vznik
sekunddrni rezistence podminéné prertstajici chemorezistentni
subpopulaci nddorovychbunék v pribéhu lé¢by chemoterapii prv-
ni linie. Soucasné klinickd onkologie stavi na vysledcich klinic-
kych studii a za nejlepsi 1é¢ebny standard je pfijimédn statisticky
nejlepsi 1écebny postup, odpovidajici dané histologické diagndze
akonkrétnimu klinickému stadiu, stanovenému na zdkladé T N M
klasifikace. Tato, svym zplsobem neselektivni chemoterapie, v
fad€ pfipadi mize pacienta poSkodit zbyte¢nym toxickym ptiso-
benim neefektivni chemoterapie, prohloubenim chemorezistence
nadoru na jind cytostatika, oslabenim metabolismu a obrany-
schopnosti organismu. Jde ovSem také o zbytecné vynaklddéani
finan¢nich prostiedki na cytostatika a podptlirnou 1é¢bu.

Na zaklad¢ testli chemorezistence by teoreticky bylo mozné vybrat
optimdlni slozeni chemoterapiec z vice moznosti standardnich
schémat, zvazovat zda vibec chemoterapii zahdjit, eventudlné
zatadit do 1é¢ebného schématu nestandardné pouzivana cytosta-
tika, véetné farmakologického ovlivnéni mechanismi chemore-
zistence. Otdzkou je postoj pacienta a pfibuznych v pfipadé nddo-
rové polyrezistence na jejimz zakladé bychom eventudlné
paliativni chemoterapii neindikovali.

Jednotlivé testy, odrazejici s riiznou spolehlivosti a specificitou

pravdépodobnou neucinnost chemoterapie, je mozno zafadit do

nékolika kategorii:

1. NepFimé testy asociované s obecnou biologickou aktivitou
nadoruasekundarné také srezistencik antiproliferaéniageno-
toxické 1é¢bé - proliferace, mitoticka aktivita, proapoptoticka
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pohotovost, genomova instabilita, telomerdzova aktivita a typ
metabolismu pacienta (1).

2. Testy zaloZené na specifickém vztahu k uréitému cytosta-
tiku - P-glykoproteinovd detoxikaéni pumpa - taxany, antra-
cykliny, inhibitory topoizomerdzy, M R P transportni protein
alékova rezistence u platinovych derivatt, testy asociované pii-
mo s mechanismem tcinku jednotlivych cytostatik. Napiiklad
tymidildt syntdza (TS) a dihydropyrimidin dehydrogendza
(DPD) v ptipadé fluoropyrimidini se v soucasné dobé pova-
Zuji za silny prediktivni faktor efektu terapie fluoropyrimidiny
(TS,DPD)avedlejSichuc¢inkivyplyvajicichztoxicitypfiporu-
chichDP D (2,3,4).

3. VySetfenireceptori hormont, naptiklad estrogenti, progeste-
rontli nebo aromatdzové aktivity patii do skupiny testii vizanych
na mechanismus u¢inku antihormondlnich prepardti v 1é¢bé
hormondalné dependentnich nadoru.

4. Celé spektrumje doplnéno o testy pfimé, zalozené na testova-
ni citlivosti ¢i rezistence resekovaného a explantovaného nado-
ruk jednotlivym cytostatikim v primokulturach ¢i stabilizo-
vanych kulturdch in vitro. Nejcastéji se jednd o EDR testy
(Extreme Drug Resistance) s autory deklarovanou 99 % tspés-
nosti predikce nadorové rezistence k testovanému cytostatiku
a MTT test, cozje kolorimetrickd metoda s jistou moznosti
poloautomatizace, coz by mohlo pfinést mozZnost rutinniho
vySetieni vét§iho mnozstvi vzorki nadorové tkané. Obecné lze
konstatovat, ze v soucasné dobé neni mozné rutinni provadé-
ni testovani chemorezistence touto posledné jmenovanou meto-
dou , kterdje technologicky naro¢néjsi, dosud ne zcela stan-
dardizovand a jisté ani do budoucna nebude dostupnd pro
vétSinu pracovist.

Kombinacejednotlivych testii skytd samoziejmé i dal$i moznos-

ti vyuziti, jakoje napfiklad testovdani moznosti modulace chemo-

rezistence (5,6,7). Kombinaci cytoflowmetrického stanoveni
exprese P-glykoproteinu s in vitro expozi¢nim testem rezistence

k doxorubicinsbylv laboratornichpodminkachprokazan efekt

tamoxifenu a cepharanthinu na sniZzeni chemorezistence doxoru-

bicinu k nddorovym buitkdm onemocnéni gastrointestindlniho
traktu, stejné tak ijejich synergicky efekt.



Klinické indikace pro testovani chemorezistence nadori.
Jednozna¢nou indikaci k provddéni vyse uvedenych testd che-
morezistence je skupina nador(, které patii mezi primarné rezi-
stentni a pro které neni standardizovan zadny dostate¢né ucinny
rezim chemoterapie. Jedna se maligni melanom, adenokarcinom
ledvin, nadory centralni nervové soustavy, nemalobunéény kar-
cinom plic, sarkomy mékkych tkani, hormonalné rezistentni kar-
cinom prostaty, nadory délohy a ¢ipku, stejné jako nddory horni
Casti zazivaciho traktu, tedy jicnu, zaludku, pankreatu, jater a zZlu-
¢ovych cest. Lé¢ebné odpovédi na riizné rezimy chemoterapie v
téchto indikacich ziidka pfesahuji 15-30%.

Druhou skupinu tvoii semirezistentni nadorova onemocnéni jako
jsou kolorektalni karcinom, karcinom prsu, karcinom mocového
méchyie akarcinomy O R L oblasti.

Primérné chemosenzitivni nddory jako jsou karcinomy varlat, ova-
rif, choriokarcinom a lymfomy asi neni ti¢elné vysetfovat pied
zahdjenim chemoterapie prvni fady. Spolu s pfedchozimi se v§ak
zde otvird prostor pro testovani chemorezistence v obdobi relap-
su onemocnéni a po vyerpani moznosti standardizované chemo-
terapie.

V soucasné dobé patii k nejéastéji testovanym karcinomiim pra-
vé nadory zazivaciho traktu, které jsou bézné resekovany au nichz
byva k dispozici dostatek nddorové tkang.

Dosavadni vysledky klinického zkouSeni predikce chemore-
zistence

V piipadé karcinomu Zaludku pro klinické stadium II. a II1I. i ptes
radikdlni opera¢ni vykon v¢etné nasledné adjuvantni chemotera-
pie vysledky 5 letého ptezivani jsou 5-20%. Pti pokroc¢ilém one-
mocnéni stadium IV. na paliativni chemoterapii pod 1%. Stan-
dardné se chemoterapie pouziva jako lé¢ebna modalita v
paliativniindikaci. Aplikace v adjuvantni ¢i neoadjuavntni indi-
kaci je pfedmétem klinického zkouseni. Mozn4d pravé cilenéji
vedena adjuvance fluoropyrirnidiny pro selektovanou skupinu
pacientti na zdkladé testd chemorezistence mize dlouhodobé
vysledky piezivani zlepSit. V pfipadé paliativni chemoterapie
ndm vysledky testd chemorezistence umozni vybrat nejvhodnéj-
§i chemoterapeutické schéma =z  rutinné pouZzivanych
(DDP/FU/FA,FAMTX,FAM,EAP,apod.). Nadruhou stranu Sir-
8i paleta testovanych cytostatik k rezistenci miZe alternativné
poukdzat na vyuziti cytostatik, kterd se v dané indikaci standardné
neobjevuji, napf. irinotecan, CPT-11 (8,9).

Zajimavé vysledky klinického zkouseni individualizované che-
moterapie na zdkladé M T T test( publikovali japonsti autofi (10).
U 20 pacientii s karcinomem zaludku ve stadiu IV. onemocnéni
popisuji 12 klinickych odpovédi (12/20, RR 60%), z toho 5 paci-
enti dosdhlo kompletni remise. DalSich 7 pacienti dosdhlo par-
cialni remise, z toho 3 s malignim ascitem, 3 s metastatickym
postizenim uzlin, 1 s objemnym intraabdomindlnim tumorem.
Autofi testovali v in vitro podminkach chemosenzitivitu MT T
testem po piedchozi purifikaci odebraného vzorku nadorové tké-
né. Uspésnost metody M T T testu byla 51 kultivaci z 58 odebra-
nychvzorkd (88%), s tim Ze po zpracovéni snizili kontaminaci
nadorovych bunék stromatem na pouhych 10%. Zbyvajici pocet
31 pacientii z 51 uspés$né testovanych obdrzelo fluoropyrirnidiny
v adjuvantni terapii. Doba pfezivani pacientl byla sledovdna
u pacientd po kurativnim chirurgickém feseni piivodniho klinic-
kého stadia I11 a IV (17). Zde byli pacienti pro adjuvantni che-
moterapii rozdéleni na chemosenzitivni (alespori najedno z tes-
tovanych cytostatik FU, MMC,) a rezistentni na MMC a FU.
Adjuvantni chemoterapie byla aplikovdna ve vSech piipadech.
Vyskyt relapsii onemocnéni byl v senzitivni podskupiné ve 3/10
piipadi a v rezistentni podskupiné v 18/22 ptipadi s tim Ze doba
do relapsu a doba piezivani byly signifikantné lepsi pro podsku-
pinu chemosenzitivnich onemocnéni dle vysledki testd in vitro
(p<0,005).

Dale byla testovana retrospektivné korelace tymidilat syntazy (TS)
jako prognostického faktoru v pfipadé karcinomu zaludku po kura-
tivni resekci (67 pacientti) s ndslednou adjuvantni chemoterapii
5-fluorouracilem, stadium I11.B (pT3/pN2). Skupina pacientl TS
negativnich méla dobu preziti signifikantné lepsi (p<0,05), Sleté
pteziti 42,3% nez skupina TS positivni 25.1% (p<0,05) (18).
Vice vysledki korelace chemorezistence s klinickou odpovédi je
k dispozici v ptipadé kolorektdlniho karcinomu. Aktivita tymi-
dilat syntasy jako prediktivniho faktoru chemosenzitivity k 1¢¢-
bé fluoropyrirnidiny byla jiz prokdzéna v fadé studii. V soucas-

né dobé se hovoii o tymidildt syntase i jako o prognostickém fak-
toru v piipadé kurativné" resekovanych karcinomd kolorekta
(11,12). Pacienti byli rozdéleni do skupiny TS negativni a TS posi-
tivni. Celkova doba piezivani byla signifikantné lepsi pro skupi-
nu 107 pacientti TS negativnich ve srovndni se skupinou 41 paci-
entil TS positivnich (p = 0.0003). Soucasné byl hodnocen i vliv
adjuvantni chemoterapie na obé skupiny pacientti. V souboru TS
negativnich byl zaznamenan jen nevyznamny rozdil v podskupi-
nach s 1é¢bou cytostatiky nebo bez chemoterapie. V souboru TS
positivnich pacienti podskupina s adjuvantni chemoterapii vyka-
zovala signifikantni prodlouzeni doby pieziti ve srovnani s pod-
skupinou bez chemoterapie (p=0.0439). Jako adjuvantni chemo-
terapie byla podavana chemoterapie 5-fluorouracilem. Do budouc-
na muze mit TS status vliv na vhodnost indikace adjuvantni che-
moterapie v 1é¢bé nddori horni ¢asti gastrointestindlniho traktu
vlibec, ¢i v piipadé kglorektdlniho karcinomu na slozeni adju-
vantni chemoterapie. Caste¢nou odpovéd budeme znat z vysled-
ki EORT C studie, ktera selektuje nemocné s kolorektdlnim kar-
cinomem pro chemoterapii 5-fluorouracilem nebo irinotekanem
(CPT-11) pravé podle stavu exprese tymidilat syntasy.

V 1é¢bé pokrocilého kolorektalniho karcinomu byly vysledky
M T T testi chemorezistence vyuzivany v ramciklinického hod-
noceni jak v lokoregiondlni, tak i systémové aplikaci. V piipa-
dé metastatického onemocnéni do jater byla poddvéana itnraar-
teridlni chemoterapie cestou arteria hepatica (13). Autofi zde
pouzilik predikci chemorezistence in vitro HT C assay. Kore-
lace s klinickymi vysledky je popisovana pro kompletni a par-
cidlni remise 55%. Pti vybéru systémové chemoterapie byly
zohlednény vysledky M T T testiu 15 pacientli s tim Ze klinic-
ké odpovéd byla 5/15 s tim, Ze ve skupiné odpovidajicich na
1é¢bu byl prokdzan vyssiinhibiéni efekt Cisplatiny (14). Obdob-
né zavéry na zakladé M T T testd jsou i z pracoviSté Dr. Hajdu-
cha z Laboratofe experimentdlni mediciny v Olomouci (9).
Autofi se zamysli nad dobrymi vysledky in vitro testl pro cis-
platinu a patrné nepravem piehlizenym efektem platinovych
derivatl u karcinomu kolorekta.

Obdobné v ptipadé bronchogenniho karcinomu vysledky tes-
td chemorezistence in vitro umoziuji vétsi vybér ze spektra stan-
dardné pouzivanych 1é¢ebnych schémat. K testovani by byl vhod-
ny panel standardné pouzivanych cytostatik jako cisplatina,
karboplatina, topotekan, vinorelbin, vinblastin, paklitaxel, 5-flu-
orouracil, mitomycin C, etoposid a gemcitabin. Vzhledem k obtiz-
néjSimu odbéru dostate¢ného vzorku nddoru potfebného k testo-
vani nadort plic nejsou zatim dostupna data klinické korelace.
V piipadé podskupiny pacientdi s extensivni formou malobu-
nééného karcinomu plic byla retrospektivné klinicka korelace
demonstrovana soucasné i s ovlivnénim délky pteziti (15).

V ptipadé maligniho melanomu byla moznost vyhnuti se nee-
fektivni chemoterapii na zékladé¢ testi chemorezistence potvrze-
na v retrospektivni studii (16). Celkové bylo testovano 26 one-
mocnéni metastatického melanomu z nichz dle vysledku testt
amoznosti sledovani klinické odpovédi bylo pouze 19. Celkové
bylo 8 pacienti oznaceno jako senzitivnich na zdkladg in vitro tes-
tu. Klinické odpovédi, z toho kompletni remise 1x a parcidlni
remise 2x, byly zaznamendny v piipad¢ 3 senzitivnich onemoc-
néni (3/3). Stabilizace onemocnéni byly zjistény u dalSich 4 che-
mosenzitivnich pfipadi a progrese onemocnéni pouze u jednoho
pacienta z podskupiny senzitivnich. Naopak v 11 ptipadech (10
resistentnich a 1 senzitivni) nastala progrese onemocnéni.

V soucasné dobé probihd jen nékolik aktivnich studii k verifi-
kaci testii chemorezistence klinickymi koreldty. Jedna se o studii
zaméfenou na recidivujici karcinom ovaria (M. D. Anderson Pro-
tocol GYN 97), metastaticky karcinom prsu (UCLA, M.D.
Anderson a dalsich 13 centerv U.S.A.), neoadjuvantni chemote-
rapii pro karcinom ovaria (EORTC 55971) a rekurentni glio-
blastom (UCLA).

(Prdce je podporena grantem MSMT J07/98-141100003)
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