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EDITORIAL 
Budúcnosť chemoterapie nádorových ochorení 
z pohľadu testovania liekovej rezistencie na bunkových 
kultúrach. 

M I R O S S A Y L., MOJZÍŠ J . 
ÚSTAV F A R M A K O L Ó G I E , L E K Á R S K A F A K U L T A 
UNIVERZITY P. J. ŠAFÁRIKA, KOŠICE, S L O V E N S K O 

Nové technológie a rýchle narastajúce znalosti o molekulárnej pod­
state malígnych ochorení poskytujú dôležité možnosti pre budúc­
nosť chemoterapie. Onkológia dnes lieči širokú škálu geneticky 
odlišných jedincov podobnými liečebnými protokolmi, ktoré nie 
sú rovnako účinné pre všetkých pacientov. Naviac v čase, keď nádo­
rová bunka získava metastatický fenotyp, získava aj mnoho gene­
tických zmien, ktoré ju robia rezistentnou na protinádorové lie-
ky.Pochopenie základov malígnych ochorení a mechanizmov 
rezistencie na molekulárnej úrovni umožní ovela efektívnej šiu lieč­
bu rakoviny. Preto dnes hovoríme v tejto súvislosti o individuali­
zácii terapie malígnych ochorení. 
Najslubnejším prístupom k individualizácii terapie sa v súčasnosti 
javí testovanie liekovej rezistencie na bunkových kultúrach 
( T L R B K ) . Tento postup na bunkách ľudských nádorov je labora­
tórnym testom, ktorý sa realizuje na čerstvých vzorkách tkaniva 
alebo populáciach leukemických buniek. Postup sa skladá 
z nasledujúcich krokov: i) izolácia nádorových buniek zo vzori­
ek, ii) vystavenie nádorových buniek pôsobeniu liečiv počas krát­
kodobej kultivácie, iii) určenie účinku liečiv stanovením bunko­
vej proliferácie alebo bunkovej smrti. V súčasnosti existujú stovky 
publikácií pojednávajúcich o výsledkoch T L R B K a ich korelácii 
s výsledkami terapie a prežívaním pacientov. Časť týchto výsled­
kov nenašla takúto koreláciu. Táto skutočnosť sa stala príčinou 
toho, že použitie T L R B K v klinickej onkológii bolo v minulosti 

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

MIROSSAY L., MOJŽIŠ J. 
DEPT. PHARMACOL., MED. FAC, P. J. ŠAFÁRIK 
UNIV., KOŠICE, 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 ďifferent individuals 
with similar treatment protocols which are no equally effective 
for all. Moreover, by a time a cancer celí 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 diseases and mechanisms of resistance wil l 
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 celí 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 
procedúre 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 celí 
proliferation or celí death. There exist hundreds of publications 
with dealing the results of C C D R T 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 C C D R T in 
clinical oncology has been controversial in the past. The other 

kontroverzné. Druhá časť získaných výsledkov však dokazuje, že 
zistené súvislosti sú vysoko-pozitívne. Výsledky jasne naznačujú, 
že ak sú pacienti liečení liekmi, ktoré neboli účinné v laboratór­
nych testoch, zomierajú signifikantne skôr ako keď sú v liečbe 
použité lieky, ktoré boli v testoch aktívne. Niektorí vedci sú navi­
ac na základe výsledkov multivariačnej analýzy hlboko presved­
čení, že výsledky z testovania liekovej rezistencie sú „ovela dôle­
žitejšie ako ktorýkoľvek iný klinický alebo laboratórny 
prognostický ukazovateľ'. 
Všetky tieto zistenia tvoria štartovaciu líniu pre návrh, aby bol 
T L R B K prijatý ako poisťovňami plne hradený, výberový, a už nie 
len experimentálny postup pri diagnostike a liečbe malígnych ocho­
rení. Najväčší pokrok sa na tomto poli objavil v Spojených štátoch. 
Nedávno bolo na zasadnutí Medicare deklarované (Social Securi-
ty Administration Docket Number 96-1936, Decision rendered 
Apríl 24,1998), že „počínajúc 30. júnom 1996 bolo jasne dokáza­
né a akceptované všeobecnou medicínskou komunitou, že testo­
vanie liekovej rezistencie na bunkových kultúrach je súčasťou vše­
obecne akceptovanej lekárskej praxe. Od tohto dátumu nie je tento 
postup považovaný za výlučne experimentálny". 
In vitro T L R B K , ako napr. M T T metóda, môžu slúžiť ako hod­
notný prostriedok pre predvídanie individuálneho výsledku tera­
pie. Napriek tomu, že ešte existuje reálna potreba získať viac prí­
kladov korelácie in vitro senzitivity s klinickým výsledkom, už 
dnes je známych prinajmenšom niekoľko príčin alebo situácií, kde 
by mohli byť výsledky testov užitočné. Sme presvedčení, že paci­
enti s relapsom rezistentného malígneho ochorenia, nádormi neod­
povedajúcimi na zaužívanú terapiu, neoplastickými procesmi, kde 
dnes neexistuje adekvátna protokolárna liečba, sú kandidátmi pre 
individualizovanú terapiu, založenú na T L R B K . Ak už pre nič iné, 
tak v prípade in vitro rezistencie na niektoré protinádorové lieky 
je možné aspoň eliminovať vysoko toxické vedľajšie účinky nepou-
žitím týchto neúčinných látok v liečebných 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". 
A l l these findings form the štart point for proposal C C D R T 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 
Apríl 24, 1998) that „By June 30, 1996, Celí Culture Drug 
Resistance Testing was sufficienťly 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 C C D R T like the M T T assay may provide a valuable tool 
for prediction of individual therapy outcome. Even there exists a 
reál 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 C C D R T . 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. 
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Souhrn: Práce diskutuje problematiku individualizace chemoterapie u nemocných se zhoubnými novotvary s použitím prediktivních 
testů. Zvláštní pozornost je věnována testům in vitro chemosensitivity a možnostem jejich uplatnění v klinické praxi. Rozebrány jsou 
možnosti respektování výsledků chemorezistence v různých klinických situacích. 
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Summary: Review article discusses area of individualized chemotherapy in patients suffering from malignant diseases. Special 
attention is focused on tests of in vitro chemosensitivity and their value in clinical practice. The list of clinical situations where patient 
can profit from results of in vitro assays is listed in this paper. 
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Všeobecně akceptovaným základem současné diagnostiky, léčby i pro-
gnózování maligních nádorů je dnes T N M klasifikace. Tento systém 
stratifikuje pacienty podle morfologického rozsahu nádorového one­
mocnění. Morfologická klasifikace je nesporně přínosem v léčbě onko­
logických pacientů, poskytuje ale pouze minimální informace o bio­
logické povaze nádorového onemocnění. Narůstající znalosti v oblasti 
biologie nádorů ukazují, že právě vlastnosti jako instabilita genomu, 
proliferační aktivita, pohotovost k apoptóze, metastatický potenciál 
nádorových buněk, jakož i kvalita protinádorové imunitní odpovědi 
významně určují klinický průběh nemoci (1,2). V literatuře lze najít 
mnoho publikací popisujících výskyt různých biologických znaků v 
rámci určitého histologického typu nádoru. Klinické interpretace těch­
to informací ve vztahu k cílené léčbě jsou však zatím sporadické. 
Současná klinická onkologie staví na výsledcích randomizovaných 
klinických studií. Za léčebný standard je přijímán statisticky nej­
lepší léčebný postup. Realitou chemoterapie většiny solidních nádo­
rů přitom zůstává, že významnou odpověď na tento statisticky nej­
lepší postup lze pozorovat jen u části nádorů. Hodnocení léčebné 
odpovědi navíc nemusí znamenat vyléčení nebo prodloužení živo­
ta nemocného. Větší část léčebných odpovědí je klasifikována jako 
parciální, což znamená, že podstatná část nádoru není léčbou posti­
žena a dále progreduje. Přitom se nebere ohled na skutečnost, že 
i chemoterapie dosahující statisticky horšího výsledku může být 
individuálně účinnější. Důvod je absence prediktivních testů v kli­
nické onkologii a tudíž i minimální individualizace léčby (tailoring), 
k níž se uchylujeme obvykle až po vyčerpání léčebných možností 
tak zvané standardní, tedy paušalizované terapie. 
Ačkoliv chemoterapie představuje dnes jedinou standardně použí­
vanou systémovou protinádorovou léčbu, jaké jsou možnosti pre­
dikce její účinnosti? Populace nádorových buněk vykazuje vysoký 
stupeň heterogenity prakticky ve všech svých biologických vlast­
nostech (3). Z toho také plyne, že nádor často obsahuje populace 
s rozdílnou citlivostí na danou chemoterapii. Onkologický pacient 
se tak stává subjektem individuálního klinického pokusu, jehož 
výsledek je nejasný a lékař neví zdali podal „správný lék správné­
mu pacientovi". Považujeme za důležité si uvědomit, že je-li daný 
nádor vůči podávanému cytostatiku rezistentní, pak bez ohledu na 
statistické výsledky randomizovaných studií: 

1. nelze u daného jednotlivce očekávat léčebný efekt 
2. pacient je zbytečně zatěžován toxickou látkou a trpí zcela zby­

tečně nežádoucími účinky 
3. jde o zcela neúčelné vynakládání finančních prostředků i sil zdra­

votnických pracovníků 
4. průběh onemocnění může být dokonce i zhoršen oslabením meta­

bolismu a přirozených obranných mechanismů nemocného, pří­
padně vznikem dalších mutací v nádoru, perturbací jeho prolife-
race a vývojem nepříznivých diverzifikačních změn. 

Nezanedbatelným rozměrem onkologické péče jsou náklady spoje­
né s neefektivní léčbou. Tyto informace jsou publikovány pouze v 
posledních několika letech a v České republice zatím chybí. Recent-
ní analýza přímých nákladů efektivní a neefektivní iniciální che­
moterapie v U S A ukázala, že neefektivní léčba je ve srovnání s léč­
bou účinnou dva- až pětkrát dražší. Rozdíl přímých léčebných 
nákladů se pohyboval v rozmezí od 7000 do 25000 dolarů (4). 

Myšlenka individualizace terapie na základě testování citlivosti in 
vitro není nová. Podobné testy jsou nejen rutinní součástí léčby infek­
cí, nýbrž představují první krok v racionální volbě léku. Výběr pre­
parátu závisí na jeho předpokládané účinnosti, farmakokinetických 
vlastnostech a spektru nežádoucích účinků. Jsou-li k dispozici dva 
preparáty srovnatelných vlastností, je preferován ten levnější (5). 
Ačkoliv uvedená pravidla jsou všeobecně akceptována pro racio­
nální léčbu infekcí, názory na jejich smysl v rámci racionalizace 
protinádorové léčby se různí. 
Prvním krokem k individualizaci terapie je logicky predikce rezi­
stence dané populace vůči panelu dostupných léků. Léčíme-li infek­
ci jde o bakterie, u maligních nádorů jsou to nádorové buňky. V obou 
případech rezistence nebo citlivost dané populace není homogenní, 
nýbrž heterogenní. Navíc populace nádorových buněk má k dispo­
zici četné mechanizmy jak se „bránit" před toxickými účinky cyto­
statika. Prediktivní testy u antibiotik umožňují odhadnout rezisten­
ci či citlivost individuální bakteriální populace vůči danému spektru 
léků a tím nasměrovat lékaře k efektivnější léčbě (5). Prediktivní 
testy u cytostatik mohou stejně tak pomoci onkologovi odhadnout 
rezistenci nebo citlivost konkrétní populace nádorových buněk vůči 
danému spektru cytostatik a zvýšit tak pravděpodobnost účinnosti 
léčby. Problematika testování maligních nádorů je nesporně složi­
tější než u infekcí. Tento fakt je dostatečným důvodem k pečlivé­
mu hodnocení jednotlivých testů, nelze jej však považovat za argu­
ment proti snahám o zavedení in vitro testů do protinádorové léčby. 
Kdy používat prediktivní testy v léčbě nádorů? Obecně je predik­
tivní test užitečný vždy, kdy existuje legitimní volba mezi alespoň 
dvěma typy chemoterapie nebo při volbě mezi chemoterapií a jinou 
léčebnou modalitou (6). Klinická praxe ukazuje, že to nastává u vět­
šiny onkologických pacientů. Máme sledovat rezistenci nebo citli­
vost? Z biologického i praktického hlediska je stanovení rezistence 
in vitro daleko jednodušší a také přesnější nežli predikce citlivosti. 
Vykazuje-li nádor rezistenci in vitro, tedy za situace, kdy jsou nádo­
rové buňky arteficiálně vystaveny přímému účinku testovaného 
cytostatika, lze předpokládat, že daný preparát bude neúčinný in 
vivo, kdy kromě buněčných mechanizmů brání průniku cytostatika 
k nádorovým buňkám řada biologických faktorů (heterogenní per-
fuze nádorového ložiska, přítomnost četných A - V spojek, vysoký 
intersticiální tlak v nádorovém ložisku a pod). Eliminace neúčin­
ných preparátů tak dále zvyšuje šance léčebného úspěchu. Wei-
senthal uvádí pravděpodobnost účinku určitého cytostatika zařaze­
ného podle výsledku testu rezistence do jedné ze čtyř skupin 
(Tabulka 1) (6). 
Informace, že nádorová populace nevykazuje in vitro rezistenci vůči 
testovanému cytostatiku však neznamená, že nádor bude na dané 
cytostatikum citlivý. Predikce citlivosti populace nádorových buněk 
vůči určitému cytostatiku na základě in vitro testů představuje dale­
ko obtížnější úkol. Důvodem je nemožnost in vitro testů dostatečně 
napodobit situaci v lidském těle. Navíc mnohé biologické interakce 
mezi nádorovými buňkami a hostitelem jsou zatím neznámé. I v této 
oblasti je však popisován určitý pokrok. Testy citlivosti kombinují 
informace o rezistenci vůči určitým cytostatikům se stanovením cyto-
kinetických parametrů testované nádorové populace (7,9,10). Tyto 
informace mají stěžejní význam, protože nádorové buňky se z hle-
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diska své cytokinetiky nechovají stejně. Baker rozděluje každou 
populaci nádorových buněk do tří funkčních skupin: (a) buňky ter-
minálně diferencované, které ztratily reprodukční potenciál, (b) buň­
ky mající reprodukční potenciál, které se nachází v určité fázi buněč­
ného dělení a (c) buňky, které reprodukční potenciál mají, ale nedělí 
se (8). Na základě tohoto rozdělení dále zavádí pojem terapeutický 
index (TI = procento buněk s reprodukčním potenciálem které se 
aktuálně dělí / všechny buňky s reprodukčním potenciálem). Proto­
že cytostatika účinkují převážně na dělící se nádorové buňky, čím 
vyšší je terapeutický index, tím bude zásah chemoterapie do repro­
dukční frakce nádorové populace hlubší a léčba bude účinnější (11). 
Jaký je účinek chemoterapie na nedělící se buňky s reprodukčním 
potenciálem není úplně jasné. Klinicky poměrně často pozorovaná 
získaná rezistence reziduální nádorové populace může být jednak 
výsledkem selekce rezistentních buněk v době iniciální léčby, ale 
také důsledkem mutagenního vlivu cytostatik na nedělící se buňky. 
Tyto buňky si zachovávají schopnost reprodukce, ale tím že se v době 
léčby nedělí unikají jejímu cytotoxickému účinku (16). Otázce zda­
li tyto účinky mají nějaký vliv na změnu biologických vlastností 
nádoru a projeví se následnou změnou klinického průběhu onemoc­
nění byla zatím věnována pouze minimální pozornost (12). 
Testování chemorezistence nádorů je nesporně komplexním problé­
mem. Kromě in vitro cytotoxických testů existuje celá řada moleku­
lárních bioparametrů a prediktorů odrážejících s různou spolehlivos­
tí a specifitou pravděpodobnou neúčinnost chemoterapie. Tyto znaky 
je možno seřadit do několika kategorií. Mezi parametry vzešlé z nepří­
mých testů a jen volně asociované s obecnou chemorezistencí lze zařa­
dit celou řadu biologických charakteristik nádorů jako jsou prolife-
race, mitotická aktivita, pohotovost nádorových buněk k apoptóze, 
genomová instabilita vyjádřená D N A ploiditou, kapacitou reparace 
D N A nebo specifickými supresorovými mechanismy jako je p53, dále 
overexprese některých onkoproteinů (HER2/neu), telomerázová akti­
vita, ovšem i typ metabolismu nebo věk nemocného. Jde o slabší pre-
diktory, jejichž uplatnění, můžeme očekávat pouze v kombinacích 
a sofistikovanějších matematických modelech. 
Další skupinou jsou parametry volně asociované avšak založené již 
na specifickém vztahu k určitému typu cytostatik, které reprezen­
tují především detoxikační buněčné mechanizmy. Typickým před­
stavitelem je produkt genu mnohočetné lékové resistence (MDR) 
p170 označovány také jako P-glykoproteinová detoxikační pumpa. 
Predikuje především rezistenci na cytostatika s velkou a komplex­
ní molekulou jako jsou antracykliny, taxany nebo inhibitory topoi­
zomerázy. Jiným příkladem může být transportní protein lékové 
rezistence M R P u platinových derivátů. 

Podstatně silnější prediktivní hodnotu mohou mít i v univariační 
analýze parametry přímo asociované s mechanizmem působení dané 
skupiny cytostatik jako je tymidilát syntáza v případě fluoropirimi-
dinů, gluthation-S-transferáza u alkylačních látek, mutace beta-tubu-
linu v případě taxanů, estrogenové receptory v účinnosti kompeti-
tivních antiestrogenů nebo aromatázová aktivita u inhibitorů 
aromatázy. Přímé testy chemorezistence in vivo na nádorových 
xenotransplantátech u nu/nu a SCID myší nejsou v běžné praxi pro­
veditelné a zůstanou omezeny na experimentální onkologii. Nedo­
ceněným testem in vivo je ovšem vlastní klinické podávání cyto­
statika za předpokladu, že lze exaktně zhodnotit jeho účinnost, což 
je u časných stádií nádorů možné v případě neoadjuvantní chemo­
terapie. V případě, že se v biopsií před a po chemoterapii daří sta­
novit podrobnější změny bioparametrů než pouze změnu velikosti, 
lze hovořit o monitorované neoadjuvantní chemoterapii, která se 
však bohužel objevuje ve formě klinických studií jen vzácně. 
Je zřejmé, že interpretace těchto dat jsou náročnější a vyžadují nejen 
znalost technických detailů jednotlivých testů, ale také schopnost 
interpretovat výsledky v kontextu biologie nádorového onemocně­
ní. I když existují pracoviště poskytující komplexnější informace 
o biologických vlastnostech daného nádoru (6), jejich klinické apli­
kace jsou zatím stále hledány. 
V současné době je k dispozici několik prediktivních testů, které 
byly použity v rámci několika klinických studií (13,14,15,17). 
Detailní analýza výsledků přesahuje rámec této publikace. Souhrn­
ně však tyto studie ukázaly, že prediktivní testy umožňují indivi­
dualizovat protinádorovou léčbu a zlepšit tak její výsledky. Žádný 
z použitých testů však nelze považovat za optimální nebo standardní, 
nicméně na základě současných klinicko-laboratorních zkušeností 
a literárních referencí doporučujeme respektovat výsledky in vitro 
testů chemosenzitivity v klinických situacích shrnutých v Tabulce 
2. V následující sérii článků budou diskutovány jednotlivé problé­

my prediktivních analýz, jakož i první výsledky a zkušenosti s pre-
diktivními testy v České Republice. Prediktivní testy jsou tedy rea­
litou dneška. Zatím nejsou optimální, nicméně jejich zdokonalení 
si lze jen stěží představit bez aktivního přispění všech odborníků 
zabývajících se maligními nádory. 

Tabulka 1: Pravděpodobnost terapeutické o d p o v ě d i na základě testu in 
v i t ro chemosenzi t iv i ty . 

Pravděpodobnost účinku 

20:1 
10:1 

2: 1 
2:1 
7: 1 
4: 1 

Skupina 

4 versus 1 
3 versus 1 
2 versus 1 
4 versus 3 
4 versus 2 
3 versus 2 

S k u p i n a 1 - lék, který virtuálně n e m á žádnou šanci být ú č i n n ý 
S k u p i n a 2 - lék, který má nižš í šanci být ú č i n n ý než se předpokládá 
S k u p i n a 3 - lék, který má průměrnou šanci být ú č i n n ý 
S k u p i n a 4 - lék, který má vyšší šanci být ú č i n n ý než se předpokládá 

Tabulka 2: S o u h r n k l i n i c k ý c h situací, ve k t e r ý c h l z e doporuči t respekto­
vání v ý s l e d k ů testu in v i t ro chemosenzi t iv i ty . 
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• D i a g n ó z a umožňuje výběr standardního r e ž i m u obsahuj ícího m a x i ­
m u m senz i t ivn ích cytostatik. 

• N e m o c n í , kteří v y č e r p a l i standardní prot inádorovou léčbu. 
• N e m o c n í s nádorem, j e h o ž b i o l o g i c k é vlastnosti jej řadí do prognos­

t icky špatné skupiny s m i n i m á l n í pravděpodobností na léčebnou odpo­
věď (např. neuroblastom gr. IV s ampl i f ikac í n-myc) . 

• N e m o c n í se v z á c n ý m i nádory, kde nejsou dostatečné zkušenost i 
s chemoterapií . 

• P a c i e n t i s nádorem neznámého p ů v o d u . 
• A p l i k a c e n o v ý c h léč iv , z a t í m k l i n i c k y n e z k o u š e n ý c h pro danou dia­

gnózu, j s o u - l i vyčerpány standardní postupy. 
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MECHANIZMY MNOHOČETNÉ LÉKOVÉ REZISTENCE A JEJICH VÝZNAM 
PRO KLINICKOU PRAXI 
I. TYPICKÁ MDR 
MECHANISMS OF MULTIDRUG RESISTANCE AND THEIR CLINICAL IMPLICATIONS 
I. TYPICAL MDR 
NOSKOVÁ V. 1 , HAJDÚCH M . 1 , M I H Á L V. 1 , CWIERTKA K. 2 

1LABORATOŘ EXPERIMENTÁLNÍ MEDICÍNY PŘI DĚTSKÉ KLINICE LF UP A FN OLOMOUC 
2ONKOLOGICKÁ KLINIKA LF UP A FN OLOMOUC 

Souhrn: Chemoterapie nádorových onemocnění je dnes rovnocenná s chirurgickou léčbou a radioterapií. Jednou z nejzávažnějších 
komplikací a příčinou jejího selhání je schopnost nádorových buněk odolávat účinkům cytotoxických látek. Článek podává přehled 
současných znalostí o problematice lékové rezistence maligně transformovaných buněk se zaměřením na mnohočetnou lékovou rezis­
tence (MDR). Jsou popsána kritéria dle kterých se MDR dělí na typickou (klasickou) a atypickou. Typická MDR je způsobena mem­
bránovým P-glykoproteinem (Pgp) o molekulové hmotnosti 170 kDa patřícího do rodiny ABC-transportních proteinů. Je popsán jeho 
výskyt u široké škály organismů, jeho struktura a funkce i hypotézy snažící se osvětlit jeho širokou substrátovou specifitu. Pozornost 
je věnována i přirozené expresi Pgp v lidských tkáních. V druhé půli jsou uvedeny studie zabývající se významem Pgp pro klinickou 
MDR a to jak u hematologických nádorových onemocnění, tak u solidních tumorů. 
Klíčová slova: mnohočetná léková rezistence, P-glykoprotein, ABC-transportní 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 paper 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 MDR is 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 specificity are given as well as its presence in organisms ranging 
from bacteria to man. Studies dealing with significance of Pgp for clinical MDR in hematological malignancies and solid tumors are 
also reported. 
Keywords: multidrug resistance, P-glycoprotein, ABC-transport proteins, chemosensitors, mdr1 gene, chemotherapy 

I. Obecný úvod k MDR 
Ačkoliv se chemoterapie nádorových onemocnění stala na přelo­
mu 60. a 70. let rovnocennou s chirurgií a radioterapií, zůstává 
stále klíčovým problémem odhad účinnosti cytostatické léčby 
v eradikaci nádoru a současné míry její toxicity pro pacienta. Defi­
novat všechny okolnosti ovlivňující účinnost cytostatické léčby 
a příčiny variabilní odpovědi onkologických pacientů na ni je vel­
mi obtížné. V zásadě je však můžeme rozdělit do dvou skupin: 
1. závislé od pacienta (věk, pohlaví, renální a jaterní funkce, 

vazebná kapacita plazmatických proteinů, souběžná léčba jiný­
mi medikamenty.. .atd), 

2. závislé od nádoru (typ, lokalizace, rozsah, agresivita, metasta-
tická aktivita, předchozí léčba.. .atd). 

Jednou z nejzávažnějších komplikací protinádorové léčby 
a nejdůležitější příčinou jejího selhání je schopnost nádorových 
buněk odolávat účinkům cytotoxických látek. Maligní buněčné 
populace mohou být vůči chemoterapii rezistentní j iž při první 
léčbě. V tomto případě jde o tzv. přirozenou (primární) rezisten­
ci. Získaná (sekundární) rezistence vzniká až v průběhu cytosta­
tické léčby, kdy se původně citlivé buňky stávají rezistentními 
a účinnost cytostatické léčby se snižuje. Při ztrátě citlivosti k urči­
tému cytostatiku může však být zachována citlivost k jiným léči­
vům. Pokud při ztrátě citlivosti k jednomu přípravku vzniká sou­
časně rezistence na jiné, většinou strukturálně příbuzné 
cytostatikum, hovoříme o zkřížené rezistenci. Byly však popsány 
případy zkřížené rezistence mezi protinádorovými léčivy lišícími 
se jak strukturně, tak mechanismem účinku. Takové případy rezi­
stence pak nazýváme mnohočetná léková rezistence (multidrug 
resistance, M D R ) . M D R vysvětluje případy necitlivosti některých 
nádorů k alternativním léčebným režimům, obsahujících nové dru­
hy cytostatik, nepoužitých v původní léčbě. 

Mechanismy, kterými vzniká rezistence nádorových buněk 
na protinádorovou léčbu, jsou komplexnější povahy. Vznik rezi­
stence je nejčastěji vázán na 
1. změny farmakokinetiky: snížená resorpce cytostatika, urychlení 

biotransformace, rychlejší inaktivace nebo urychlené vylučování. 
2. změny cytokinetiky: narůstání nádoru je doprovázeno přecho­

dem větší části nádorových buněk do klidového stavu G0, 
v němž je citlivost k chemoterapii omezená. Rovněž s přibý­
vající nádorovou masou vznikají spontánní mutace buněk - zvy­
šuje se heterogenita buněčné populace, která zakládá vznik klo­
nu s odlišnou citlivostí k léčbě. Léčba tak ničí jen citlivou frakci 
buněk a dochází k selekci a následnému pomnožení rezistent­
ní populace. 

3. strukturální a funkční změny buňky: jde o vůbec nejčastější 
způsob vzniku rezistence zahrnující sníženou/zvýšenou expre­
si či aktivitu enzymů, porušení intracelulární distribuce cyto­
statika (např vazbou na lyzozom), ovlivnění transportu cyto­
statika buněčnou membránou, zvýšenou intenzitu oprav D N A . 

II. Typická a atypická mnohočetná léková rezistence (MDR) 
Mnohočetná léková rezistence byla poprvé popsána v roce 1970(15 

na plicní buněčné linii izolované z čínského křečka a na buněčné 
linii myší leukémie P388. Autoři zde pozorovali zkříženou rezi­
stenci aktinomycin D rezistentních buněk s vinblastinem a dau-
nomycinem. Další pracovní skupiny prokázaly, že tato zkřížená 
rezistence se vztahuje i na vinca alkaloidy, antracykliny, etopo-
zid(152) a dokonce i na mitomycin C ( 4 6 ) , tedy poměrně hydrofob-
ní léčiva s mírně zásaditým charakterem. 
Vzhledem ke skutečnosti, že M D R je výraznou komplikací pro­
tinádorové léčby, probíhá na tomto poli v posledních dvou dese­
tiletích intenzivní výzkum. Byly popsány mechanismy s jejichž 
pomocí je nádorová buňka schopná úspěšně odolávat chemotera­
pii, identifikována cytostatika po jejichž podání se může vyvinout 
M D R a cytostatika, která nejen že nevyvolávají M D R , ale jsou 
účinná i u nádorových buněk s M D R fenotypem (Tab. 1). 
Mnohočetná léková rezistence se tak rozdělila do dvou skupin. 
Typická (klasická) M D R je zapříčiněna membránovým gly-
koproteinem, který je produktem mdrl genu. Tento P-glyko­
protein (Pgp) je A T P dependentní membránová pumpa expor­
tující toxické látky z buňky a způsobující tak sníženou 
intracelulární akumulaci léčiva. Z terapeutického hlediska je 
důležitou vlastností typické M D R možnost jejího obejití pomo­
cí chemosenzitorů - lát,k obnovujících vnímavost M D R buněk 
k protinádorové léčbě ( 7 - 5 5 , 8 4 , 1 1 4 , 1 4 6 , 1 8 3 , 1 8 5 ) . Za všechny jme­
nujme alespoň verapamil, cyklosporin A a jeho neimunosupre-
sivní a méně toxický derivát PSC-833. Přehled chemosenzito­
rů uvádí Tab.2. 
V současnosti však bylo popsáno, že M D R modulátory kromě pří­
mé vazby na Pgp, mají společný i zásah do metabolismu lipidů -
v M D R rezistentních buňkách blokují konverzi ceramidů na gly-
kosylceramidy. Glykosylceramidy jsou prekurzory pro syntézu 
glykosfingolipidů a podílí se i na regulaci buněčné proliferace. 
Naopak ceramidy mohou aktivovat transkripční faktory - nukle­
ární faktor kB (NF-kB) a AP-1. Mají tedy klíčovou úlohu v sig­
nalizaci apoptózy. Na základě těchto pozorování autoři konstatu­
jí, že zvýšená schopnost některých nádorových buněk konvergovat 
toxické ceramidy na netoxické glykosylceramidy a následná pří-
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Tab. 1: Výskyt mnohočetné lékové rezistence u některých cytostatik 

MDR častá 

Aktinomycin D 
doxorubicin 
daunorubicin 
vepesid 
mitoxantron 
taxol 
vinkristin 

MDR vzácná 

bleomycin 
cisplatina 
cyklofosfamid 
cytosin arabinosid 
5-fluorouracil 
ifosfamid 
metotrexát 
topotekan 

Tab. 2: Látky obnovující in vitro vnímavost MDR nádorových buněk na 
cytostatika 

Blokátory kalciového kanálu 
Verapamil (6-10 uM) 
Nifedipin (35 µM) 
Nikardapin (3-10µM) 
Niguldipin (10 uM) 
Bepridil (4 uM) 
PAK-200 (5 uM) 

Imunosupresivní látky 
Cyklosporin A (0,8-2 mM) 
11-Methyl-leucine-cyclosporine (1µM) 
SDZPSC833(0,1µM) 
SDZ 280-446 (0,1 µM) 
FK506 (3 µM) 
Rapamycin (3 µM) 

Antagonists kalmodulinu (CaM) Antibiotika 
Trifluoperazin (3-5µM) 
Prochlorperazin (4 µM) 
Fluphenazin (3µM) 
rrans-Flupenthixol (3-5 µM) 

Necytotoxické antracykliny 
a vinca alkaloidy 
Vindolin (20-50 mM) 

Cefoperazon(1000µM) 
Ceftriaxon(1000µM) 
Erythromycin (650 µM) 
Tetracyklin (4000 µM) 

Různé hydrofobní 
a kationické sloučeniny 
Dipyridamol (5-10 µmM) 
B I B W 2 2 ( 1 µ M ) 

Steroidy a hormonální antagonisté Quanidin (10 mM) 
Progesteron 2 µM) 
Tamoxifen (3-10 µM) 
Toremifen(5-10µM) 
Megestrol acetát (5 µM) 

Chloroquin 10-50 µM) 
Terfenadin (3-6 µM) 
Reserpin (5 µM) 
Yohimbin (5 µM) 
Amiodaron (5 µM) 
SolutolHS14(4-14µM) 

Pozn.: Koncentrace uvedené v závorkách obnovují vnímavost in vitro 

tomnost zvýšeného množství glykosylceramidů v buňce jsou roz­
hodujícími činiteli M D R ( 8 2 , 1 1 0 ) . 
Jako atypická M D R (at-MDR) jsou souhrnně označovány všech­
ny mechanismy mnohočetné lékové rezistence na kterých se neú­
častní Pgp. Atypická M D R může být způsobena změnou subce-
lulární distribuce léčiva, poškozením cílové struktury léčiva, 
rozdílnou kapacitou D N A opravných procesů či změnami deto-
xifikačních metabolických drah buňky. Od typické se odlišuje pře­
devším tím, že nezahrnuje rezistenci na vinca alkaloidy. Z klinic­
kého hlediska nebyly k obejití at-MDR nalezeny žádné spolehlivé 
preparáty. Atypická M D R je asociována zejména s následujícími 
proteiny: multidrug resistance associated protein (MRP), lung resi­
stance related protein (LRP) a s p izoformou enzymu glutathion-
S-transferazy (GST-p). 

111. Změny u MDR buněk 
Změny, které pozorujeme u M D R buněk lze rozdělit do 3 hlav­
ních skupin: 
1. fyziologické změny M D R buněk ovlivňující strukturu plazma-

tické membrány, cytoplazmatické pH, ve zvýšené míře probí­
há intracelulární transport a exocytóza přes plazmatickou mem­
bránu; rovněž je pozorována zvýšená vakuolizace buněk 
a změny struktury i funkce lyzozómů 

2. změny v expresi a aktivitě některých buněčných proteinů 
3. snížená schopnost M D R buněk akumulovat cytotoxická léčiva. 
Většina cytotoxických léčiv jsou slabé zásady jejichž pH se pohy­
buje v rozmezí 7,4 - 8,2(4 5 , 1 2 9 , 1 5 6 ). V neutrálním prostředí jsou 
tyto látky hydrofobní, snadno prostupují plazmatickou membrá­
nou. Dojde-li intracelulárně k okyselení léčiva, stane se pro něj 
cytoplazmatická membrána nepropustná. Po prostupu buněčnou 
membránou se cytotoxická látka kumuluje primárně v kyselých 
buněčných organelách, např. Golgiho aparát, lyzozómy (11.54.182) 
Mechanismus, který způsobí zvýšený záchyt sloučenin v přísluš­
ných organelách vyústí ve snížení jejich koncentrace v cytoplaz-

mě i v jádře a tím umožní přežití buňky. Změny buněčného pH 
ovlivňují míru jak intracelulárního transportu, tak vlastní exocy-
tózy(175) Relativní poměr mezi neutrální a okyselenou formou 
léčívaje tedy určen koncentrací protonů. Bylo prokázáno, že pH 
v nádorových buňkách je výrazně kyselejší (pohybuje se v roz­
mezí 5,8-6,4) v porovnání s nenádorovými buňkami1 2 3-1 5 4). Rov­
něž bylo pozorováno, že M D R buňky mají zásaditějšípH oproti 
nádorovým buňkám vnímavým na cytotoxické látky ( 9 1 ). Navíc, 
u senzitivních buněk byl pozorován posun jejich intracelulárního 
pH do zásadité oblasti poté, co byly transfekovány P-glykoprotei-
nem(170). Tento posun byl sám o sobě (bez přítomnosti kterého­
koliv z proteinů asociovaných s M D R ) dostačující ke snížené aku­
mulace i léčiva v buňce pozorované při M D R ( 1 5 4 ) U látek 
okyselujících cytoplazmu (např. amilorid) byla popsána schop­
nost zvrátit M D R ( 2 0 ) . 
Fyziologickými změnami M D R buněk však nebylo možno spo­
lehlivě objasnit všechny případy M D R a výzkum se zaměřil na 
analýzu proteinů buněk s M D R fenotypem. Bylo posáno několik 
proteinů, lokalizovaných ať už přímo v buněčných membránách, 
cytoplazmě či v jádru buňky, jejichž nadměrná exprese je asoci­
ována s M D R . Prvním objeveným, nejznámějším a dnes zřejmě 
klinicky nejvýznamnějším je P-glykoprotein (Pgp, P170). Poz­
ději byly na modelech rezistentních buněčných linií selektova­
ných na rezistenci vůči různým cytostatikům identifikovány i dal­
ší proteiny, jejichž exprese či aktivita je proti vnímavým buňkám 
změněna. Mezi tyto proteiny patří např. multidrug resistance pro­
tein (MRP), lung resistance protein (LRP), p izoenzym glutathi-
on-S-transferázy (GST-π), thymidylát syntetáza, alkyltransferá-
za ( D N A reparační enzym), metalothionein, jaderný enzym 
topoizomeráza II (Topo IÍ)(1 5 5 ) a další. 
V poslední době se množí údaje, že kromě uvedených mechanis­
mů se na vzniku nádorové rezistence podílí také skupina genů/pro­
teinů kontrolujících buněčný cyklus, D N A reparaci a apoptózu. 
Nejznámějším z nich je protein p53. Tento onkosupresor je tran-
skripčním faktorem jehož exprese je aktivována poškozením 
D N A . Aktivace p53 kaskády vede následně k transkripci p53 
dependentních genů např: p 2 1 W A F 1 , bax, G A D D 4 5 . Je obecně 
známou skutečností, že mutace v genu p53 zhoršují prognózu 
nemocného, zvyšují jeho rezistenci k chemoterapii a radiačnímu 
záření. Předpokládá se, že v takto mutovaných buňkách vystave­
ných genotoxickým vlivům nedochází k expresi pro-apoptotic-
kého genu bax a současně buňky ztrácejí kontrolu nad G1/S pře­
chodem buněčného cyklu v důsledku nízké exprese proteinu 
p 2 1 W A F 1 (6 3 , 1 6 8). Rovněž bylo zjištěno, že buněčné linie s homo-
zygotní delecí proteinu p 2 1 W A F 1 jsou hypersenzitivní k chemote­
rapeutikům in vitro(181) Z těchto literárních údajů vyplývá, že při­
nejmenším dva proteiny ze skupiny regulátorů buněčného cyklu, 
t.j. p53 a p 2 1 W A F 1 , jsou přímo asociovány se vznikem nádorové 
rezistence. Doposud však existuje málo informací o vzájemném 
propojení těchto dvou proteinů i o způsobu, kterým se podílejí na 
vzniku M D R . 
V další části této práce se budeme věnovat pouze čtyřem nejdů­
ležitějším proteinům, jejichž nadměrná exprese je asociována 
s M D R a které se jeví z klinického hlediska jako významné - Pgp, 
M R P , L R P a GST-7L 

IV. Rodina ABC-transportních proteinů 
Toxické sloučeniny jsou součástí životního prostředí organismů. 
Z evolučního hlediska bylo důležité aby si organismy vyvinuly 
strategie umožňující přežití v takovýchto podmínkách. Součástí 
těchto mechanismů jsou proteiny plazmatické membrány umož­
ňující transport toxinů z buňky. Tyto membránové transportní pro­
teiny nacházíme na všech úrovních organismů od bakterií po člo-
věka(179) a obecně se podílí na transportu širokého spektra látek 
(iontů, aminokyselin, cukrů, peptidů a proteinů) přes buněčnou 
membránu. Mezi takové transportní proteiny se širokou substrá­
tovou specifitou a obsahující ATP-vazebnou kazetu patří tzv. 
ABC-transportní proteiny (z angl. ATP-binding cassette). A B C -
transportní proteiny tvoří superrodinu, která v současné době zahr­
nuje přes 50 bílkovin vykazujících rozsáhlou sekvenční homolo-
gii funkčních domén. Jejich dalším společným znakem je 
využívání energie fosfátových vazeb k exportu toxických látek 
z buňky(70). Z hlediska seskupení aminokyselinových zbytků 
v ATP-vazebné kazetě, topologie proteinů a substrátové specifi­
city se nadrodina ABC-transportních proteinů dělí do dvou pod­
skupin: Pgp podskupina a M R P podskupina. 
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Bílkoviny patřící do Pgp podskupiny mají klíčovou úlohu v rezi­
stenci mikroorganismů na neutrálně či pozitivně nabité amfifilní 
sloučeniny. Nacházíme je v lidských patogenech např. Plasmo­
dium falciparum ( p f M D R l gen jehož mutace odpovídá za rezi­
stenci vůči antimalarické léčbě), Entamoeba histolytica (enhPgp), 
Leishmania donovani (IdMDR), Saccharomyces cerevisiae (STE6 
exportující sexuální feromon) ( 1 4 3 ). Pgp podskupina ABC-tran-
sportních proteinů byla dále identifikována u bakterií, např. Strep-
tomyces (DrrAB), Lactococcus lactis (LmrA), Escherichia coli 
(a-hemolysin transportní protein HlyB) (51,5°); u hmyzu - Dro-
sophila melanogaster (mdr49, mdr65, mdr50) (1 8 6 ); u vyšších rost­
lin - Arabidopsis thaliana (atpgpl, který byl nalezen ve všech 
zkoumaných čátech rostliny včetně listů, kořenů, květních pupe­
nů a květu) ( 4 7 ) ; u nižších živočichů - Caenorhabditis elegans 
(Celpgp). Z lidských genů/proteinů sem kromě Pgp ( 6 1 ) patří i gen 
pro cystickou fibrózu - C F T R (cystic fibrosis transmembrane con­
ductor regulator)(140). Rovněž transportní proteiny TAP1 a TAP2 
asociované se zpracováním antigenů molekulami hlavního histo-
kompatibilního komplexu I. třídy a jeho prezentací jsou součástí 
Pgp podskupiny nadrodiny A B C transportních proteinů ( 1 3 0 ). 
Bílkoviny M R P podskupiny umožňují mikroorganismům expor­
tovat různé organické anionty, např. deriváty karboxyfluorescei-
nu, bis(glutathion) kadmium a jiné glutathion-S konjugáty. K nej­
lépe charakterizovaným proteinům z této skupiny patří Ycf 1 (yeast 
cadmium factor) a Y o r l protein v S. cerevisiae, c e M R P l (Cae­
norhabditis elegans), B C E C F (L. lactis)(179) a lidský M R P ( 3 5 ) . 
V poslední době k nim přibyly i Multispecific Organic Anion Tran­
sporter (MOAT), Epithelial Basolateral Conductance Regulator 
(EBCR) - pravděpodobně jde o králičí ortolog proteinu M O A T , 
sulphonylurea receptor (SUR protein) korigující průchodnost K+ 
iontového kanálu a uvolňování inzulínu(2 4 0). 
Kvasinkový STE6 a savčí Pgp vykazují 57% homologii v uspo­
řádání aminokyselin, rovněž mají podobnou sekundární struktu­
ru a membránovou topologii(117). Tato strukturální podobnost mezi 
různými typy ABC-transportních proteinů může vyústit v podob­
nost funkční. Bylo zjištěno, že myší Pgp homolog mdr3 či plas-
modiální p f M D R může zastoupit funkci STE6 v kvasinkách 
s mutantním a tudíž nefunkčním proteinem (137). Funkční substi­
tuce ABC-transportních proteinů není vázána pouze na eukaryo-
tické transportní proteiny. Bylo prokázáno, že bakteriální LmrA 
je schopný funkčně zcela zastoupit lidský Pgp v lidské linii plic-
ních fibroblastů. Navíc byl LmrA lokalizován do plazmatické 
membrány stejně jako Pgp( 1 7 9 ). Na základě této pozoruhodné 
funkční shody různých typů ABC-přenašečů byla vyslovena 
domněnka o velmi podobném mechanismu působení těchto pro­
teinů v prokaryotických i eukaryotických buňkách. 
Bylo vysloveno několik hypotéz o mechanismech, kterými pro­
bíhá transport toxických látek přes ABC-transportní proteiny sna­
žící se vysvětlit jejich širokou substrátovou specifitu. První z nich 
je tzv. hypotéza konvenčního transportu (conventional transport 
hypothesis)(4). Transport substrátu z cytoplazmy buňky probíhá 
přes vodní poruš s velice přizpůsobivým vazebným místem pro 
substrát. Druhá hypotéza je označována jako „model hydrofob-
ního vakuového čističe,, (vacuum cleaner hypothesis)(135). Podle 
ní mají ABC-přenašeče schopnost rozeznat lipofilní sloučeniny 
díky jejich interkalaci do lipidové dvojvrsty plazmatické mem­
brány. Z ní jsou následně transponovány mimo buňku aniž dosáh­
nou cytoplazmy. Třetí model, tzv. „flippase hypothesis,(19,71) 
předpokládá transport toxických sloučenin z vnitřní strany lipi­
dové dvojvrsty plazmatické membrány na vnější (Obr.1). Detail­
něji byl studován bakteriální ABC-přenašeč LmrA a L m r P ( 1 8 ) . Ve 
studii bylo použito amfifilní membránové próby T M A - D P H (1-
(4-(trimetylamino)fenyl)-6-fenylhexa-l,3,5-trien) a ze způsobu 
jejího prostupu membránou byl učiněn závěr, že oba sledované 
ABC-přenašeče vylučují T M A - D P H próbu z vnitřní strany lipi­
dové dvojvrstvy. Toto pozorování tedy podpořilo výše uvedený 
model hydrofobního vakuového čističe. 

V. P-glykoprotein (Pgp) 
V roce 1976 demonstrovala Torontská skupina (85) že zkřížená 
rezistence je způsobena sníženou akumulací léčiva v buňce. 
Následně bylo pozorováno, že tento jev koreluje s výskytem gly-
koproteinu plazmatické membrány nazvaného P-glykoprotein, 
kde P označuje zvýšenou permeability(86), neboť jeho původně 
předpokládanou funkcí byla regulace propustnosti buněčné mem­
brány. Molekulová hmotnost P-glykoproteinu je 170 kDa. Zvý­

šená exprese P-glykoproteinu byla u některých M D R linií v sou­
ladu s amplifikací genu mdr1 kódujícího Pgp ( 1 3 9 ) . 
Molekulu Pgp tvoří 1280 aminokyselin(30). Strukturně je Pgp mul-
tifunkční polypeptid složený ze dvou homologních polovin z nichž 
každá má A B C doménu i membránovou doménu. Obě poloviny 
jsou odděleny vysoce nabitým „spojovačem,, - oblastí, která je na 
několika místech fosforylována protein kinázou C in vitro i in 
vivo ( 7 2 ). Všechny transmembránové domény Pgp molekuly vytvá­
ří obrovský vodní porus mající v průměru 5 nm. Je tedy zřejmé, 
že obě homologní poloviny molekuly musí spolupracovat, aby 
vytvořily jednu funkční transportní bílkovinu (Obr.2, Obr.3). A B C 
domény jsou lokalizovány do cytoplazmy buňky, tedy na vnitřní 
straně membrány a navzájem vykazují 30-40% aminokyselino­
vou homologii. Zhruba stejná homologie je nacházena i v A B C 
doménách dalších přenašečů patřících do nadrodiny A B C tran­
sportních proteinů. Studie s fotoaktivním analogem A T P proká­
zaly, že P-glykoprotein váže A T P na malý tryptický fragmen své 
A T P vazebné domény ( 1 5 1 ). Mutace indukované v tomto umístění 
měly za následek ztrátu funkce P-glykoproteinu. Rovněž delece 
provedené na C- či N-konci molekuly Pgp měly za následek ztrá­
tu jeho transportní funkce. Obě koncové oblasti mají tedy klíčo­
vý význam pro správnou funkci molekuly ( 3 9 ). Membránová domé­
na se skládá ze 6 transmembránových segmentů (α-helixů). Ty 
formují vazebná místa pro transponovaný substrát a alosterické 
regulátory. Nicméně není ještě přesně známo, které aminokyseli­
nové zbytky se přímo podílí na interakci se substrátem. Fosfory-
lovaný „spojovač,, není potřebný pro vlastní aktivní transport(62), 
spíše upravuje schopnost Pgp regulovat heterologní iontové kaná­
Molekula P-glykoproteinu je v rámci posttranslačních úprav gly-
kosylována a fosforylována. Jediné glykosylační místo je lokali­
zováno extracelulárně na N-polovině Pgp molekuly (Obr.3) ( 1 4 ). 

V závislosti na glykosylaci může molekulová hmotnost Pgp kolí­
sat v rozmezí 135-180 k D a ( 4 9 ) Neproběhnutí glykosylace však 
nemá žádný efekt na míru lékové rezistence buněčných l ini í ( 1 0 ) . 
Kromě glykosylace je Pgp v plazmatické membráně rovněž fos-
forylován a defosforylován a to na několika místech včetně Ser 
a Thr zbytků ( 6 6 ). Na rozdíl od glykosylace však fosforylace modu­
luje aktivitu Pgp a tedy i míru lékové rezistence. Bylo demon-
strováno(66), že chemosenzitizační látky zvyšují míru fosforylace 
Pgp u M D R buněk. Na fosforylaci P-glykoproteinu se podílí pro­
tein kináza C a c A M P - dependentní protein kináza A ( 1 1 8 , 1 6 1 ) . 
Defosforylace probíhá za přispění Ser/Thr fosfatáz PPI a 2 A ( 2 5 \ 
Horio et al(7 5) studovali rychlost transportu přes plazmatickou 
membránu. U dobře propustné membrány byla maximální rych­
lost transportu 5 pmol přenášené látky na 1mg váhy všech mem­
bránových proteinů za 10 minut. Autoři vyhodnotili podíl Pgp 
v celkovém zastoupení všech membránových proteinů jako 1 %(5) 

což by znamenalo, že molekula Pgp transponuje jednu molekulu 
substrátu za 1,9 hodiny. M D R buňky kultivované s 6 m M kon­
centrací kolchicinu (koncentrace jen o málo vyšší, než jaká se pou­
žívá v léčebných protokolech) však vykazovaly podstatně nižší 
rychlost transportu - molekula Pgp přenesla molekulu substrátu 
za 10 hodin. Tato rychlost je o mnoho řádů pomalejší v porovná­
ní s dalšími transportními proteiny a rovněž neodpovídá relativ­
ně rychlému hromadění léčiva v buňce. 
Dle struktury P-glykoproteinu a rovněž s přihlédnutím k faktu, že 
do skupiny Pgp homologních proteinů patří C F T R protein, jehož 
nadměrná exprese koreluje se zvýšeným počtem iontových kaná­
lů(1 7 4), lze usuzovat, že Pgp má v buňce dvojí funkci. Jednak coby 
ATP-dependentní membránová pumpa odstraňuje toxické látky 
z buňky a rovněž se podílí na regulaci iontových kanálů. V epite-
lu tenkého střeva byla pozorována záměna exprese C F T R za Pgp 
jak buňky migrovaly přes hranici krypty-klky(172). Tentýž jev byl 
pozorován i v epitelu dělohy na počátku těhotenství. Zjištění, že 
nadměrná exprese Pgp je průvodním jevem zvýšené aktivity chlo­
ridového kanálu ( 1 ) nebylo překvapující. Obě funkce P-glykopro­
teinu v buňce však probíhají nezávisle na sobě, jak bylo prokázá­
no v mutagenních studiích(8). Na buněčné linii P388 bylo zjištěno, 
že Pgp exprese rovněž koreluje se zvýšenou mírou exocytózy lyzo-
zomálních enzymů'(153). 
V rámci evolučních studií byla identifikována řada izoforem Pgp, 
které jsou kódovány rodinou příbuzných genů. Tyto genové rodi­
ny se označují jako pgp geny u křečků a krys, mdr geny u lidí 
a myší ( 1 5 7 ). U člověka byly identifikovány 2 izoformy Pgp (mdrl 
a mdr3), které vykazují 80% homologii na úrovni aminokyse-
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vídavost na léčbu u Pgp pozitivních pacientů je pozorována 
v důsledku specifického uplatnění Pgp v navození klinické rezi­
stence a následným léčebným selháním, nebo zda je Pgp pouze 
indikátor více maligního fenotypu a tedy špatným prognostickým 
znakem. Řada studií zahájená na začátku 90. let se snaží pro­
zkoumat význam Pgp v mnohočetné lékové rezistenci měřením 
jeho množství při diagnóze a v relapsu po léčbě cytostatiky, kte­
ré se uplatňují v mechanismech M D R . Studie se prováděly na 
mnohočetném myelomu(50,145) či na ovariálních a malobuněčných 
plicních karcinomech(74). Ve studii na ovariálních a malobuněč­
ných plicních karcinomech byla nalezena vysoce signifikantní 
korelace mezi nepřítomností Pgp m R N A a odpovídavostí nemoc­
ného na chemoterapii. Na druhé straně byla pozorována klinická 
rezistence vůči látkám, které nejsou transponovány Pgp, což svěd­
čí pro koexistenci několika různých mechanismů odpovídajících 
za lékovou rezistenci v rámci heterogenní nádorové populace. 
Nejlepším modelem pro studium klinického významu Pgp, zejmé­
na jeho významu v navození M D R jsou hematologické maligni­
ty a to vzhledem k možnosti snadných a opakovaných odběrů. 
Zvýšená exprese mdrl byla prokázána u 19% nemocných trpících 
A L L , A M L ( 1 4 1 ) , nebo C M L v blastické krizi v iniciální fázi nemo­
ci a u 50% nemocných v relapsu. Přítomnost Pgp byla prokaza­
telně špatným prognostickým faktorem. Rovněž byla zjištěna sta­
tisticky významně nižší pravděpodobnost dosažení kompletní 
remise v přítomnosti zvýšené exprese m d r l ( 1 1 3 ) . Za zmínku stojí 
také studie provedená na leukemických klonech izolovaných od 
22 pacientů s A M L , ve které byla analyzována chemosenzitivita 
nádorových buněk in vitro testem a současně exprese mdrl . Byla 
pozorována asociace mezi rezistencí na daunorubicin a pozitivi­
tou buněk na mdr1, ačkoliv 40% vzorků exprimujících mdr1 bylo 
in vitro senzitivních na daunorubicin. Pirker et al( 1 3 1 ) vyšetřova­
li přítomnost mdrl m R N A s použitím slot blot hybridizace u 63 
pacientů s čerstvě diagnostikovanou A M L . Zjistili, že kompletní 
remise s použitím antracyklin obsahujících léčebných protokolů 
bylo dosaženo u 53% pacientů pozitivních na mdrl a u 89% paci­
entů, jejichž myeloblasty byly negativní (P<0,008). Bezpřízna-
kové období a délka celkového přežití byly rovněž signifikantně 
delší u mdrl negativní skupiny. Opakovaně byly pozorovány sig­
nifikantní rozdíly v procentech dosažených kompletních remisi 
mezi skupinami nemocných s nebo bez zvýšené exprese Pgp. 
S poněkud menším zájmem byla studována přítomnost mdrl 

m R N A v lymfoblastech u A L L . V několika studiích se popisuje 
nižší prevalence Pgp pozitivních lymfoblastů. Studie zahrnující 
59 pacientů s de novo A L L (36 dětí a 23 dospělých) potvrdila 
expresi Pgp jako negativní prognostický faktorů Rovněž byly 
nalezeny signifikantní rozdíly mezi skupinou Pgp pozitivních 
a Pgp negativních dospělých pacientů v navození remise (56% 
proti 93%), v trvání bezpříznakového období a v tendenci k navo­
zení druhé kompletní remise (15% proti 38%) u nemocných expri­
mujících Pgp ve více než 1% leukemických buněk (38%). 
Výše uvedené studie potvrdily prognostický význam Pgp expre­
se u nemocných s leukémií avšak neposkytly důkaz o funkčním 
významu Pgp v primární nebo navozené klinické lékové rezistenci. 
Je důležité si uvědomit, že renální, adrenální a kolorektální kar­
cinomy jsou klinicky rezistentní také vůči látkám, které nejsou 
transponovány Pgp (bleomycin, antimetabolity, alkylující látky). 
V těchto případech primární rezistence se zřejmě uplatňují jiné 
mechanismy vedoucí k M D R . Na druhé straně, Pgp exprese bývá 
zvýšena také u pacientů se sekundární (navozenou) M D R a řada 
z nich je současně rezistentní vůči cytostatikům, která nejsou pře­
nášena Pgp. 
Lze konstatovat, že výše zmíněné studie potvrzují přítomnost Pgp 
jak v normálních, tak v nádorově transformovaných lidských tká­
ních a ukazují, že s požitím molekulárně biologických postupů 
může být tato exprese v klinických vzorcích úspěšně monitoro­
vána. Při současném stavu našich vědomostí o významu Pgp 
v M D R lze konstatovat, že jeho exprese signalizuje pouhou pří­
tomnost řady mechanismů lékové rezistence. K potvrzení asoci­
ace mezi primární nebo sekundární lékovou rezistencí a přítom­
ností Pgp bude nezbytné provést analýzu vazby mezi množstvím 
Pgp v nádoru a odpovědí nemocného na specifická cytostatika 
v prospektivní studii s průběžným stanovováním kvantity Pgp 
u jednotlivých pacientů před léčbou a po léčbě. 
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Souhrn: Článek se podrobně zabývá třemi proteiny, které způsobují atypickou lékovou rezistenci (atMDR) v nádorových buňkách. 
Multidrug resistance protein (MRP) je ATP-dependentní membránová pumpa patřící stejně jako P-glykoprotein (Pgp) do rodiny A B C -
transportních proteinů. Lung resistance protein (LRP) je hlavní komponenta ribonukleoproteinových částic vaults, které jsou schopné 
transponovat toxické látky z jádra neoplastických buněk do lyzozómů. Zvýšená aktivita detoxifikačního enzymu glutathion-S-trans-
ferázy (GST-p) a následně zvýšená koncentrace redukovaného glutathionu (GSH) chrání buňku především před působením volných 
radikálů. Jsou uvedeny základní charakteristiky každého z výše jmenovaných proteinů (jejich struktura, funkce, přirozený výskyt v lid­
ských tkáních) a studie zabývající se významností exprese každého z nich pro klinickou M D R . 
K l í č o v á slova: mnohočetná léková rezistence, atypická mnohočetná léková rezistence, multidrug resistance protein, M R P , lung 
resistance protein, L R P , glutathion-S-transferáza (GST-p), glutathion, G S H , A B C transportní proteiny, chemoterapie 

Summary: This paper deals with three proteins known to associate with atypical multidrug resistance (atMDR) of tumor cells. 
Multidrug resistance protein (MRP) 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 M R P , L R P 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 

Předkládaná část přehledového článku o mnohočetné lékové rezi­
stenci j e věnována atypické M D R , zejména proteinům M R P , L R P 
a G S T - π Ke každému mechanismu je podán v ý k l a d jeho funkce 
a příklady využit í v k l i n i c k é praxi . 

I.1) Multidrug resistance protein (MRP) 
V roce 1992 C o l e et a l . ( 3 5 ) objevi l i na buněčné l i n i i l idského malo-
buněčného k a r c i n o m u p l i c H 6 9 rezistentní na a d r i a m y c i n gen 
kóduj ící další z A B C transportních b í l k o v i n a pojmenoval i ho 
M R P (multidrug resistance associated protein). Po detailnějším 
prozkoumání transfekovaných buněčných l in i í b y l o zjištěno, že: 
1) snížení exprese M R P je doprovázeno obnovením chemosensi-
t iv i ty, 2 ) transfekce buněčných l i n i í M R P c D N A vedoucí 
k nadměrné expresi M R P prokazatelně zvyšuje rezistenci trans-
fektantů v ů č i antracyklinům, vinkrist inu a etoposidu ( 6 4 ) , 3) M R P 
je exprimován, stejně jako Pgp, na cytoplazmatické membráně( 1 8 7) 
a na membránách endoplazmatického retikula, 4) v buňce plní 
funkci jednosměrné ATP-dependentní membránové pumpy pro 
glutathion- S -konjugáty ( 1 2 2 \ 
B y l o identifikováno 6 mult idrug resistance proteinů ( M R P 1-6), 
z nichž pouze protein M R P 1 má význam pro navození lékové rezi­
stence( 6 ) . M R P protein se skládá z 1531 a m i n o k y s e l i n a jeho 
m o l e k u l o v á hmotnost je 190 k D a ( 1 0 6 ) . H y b r i d i z a c í in situ b y l o 
zjištěno, že M R P gen je lokal izován na 16. chromozómu v oblas­

t i p 1 3 . 1 ( 3 5 ) . V M D R rezistentních buněčných l i n i í c h nadměrně 
exprimuj íc ích M R P bývá gen rovněž a m p l i f i k o v á n ( 4 8 ) . 
Z c e l a překvapivě je M R P spíše vzdálený příbuzný genu mdr1 a je 
více podobný C F T R genu. Největší sekvenční homologie m e z i 
M R P a Pgp by la nalezena v oblasti A T P vazebných domén, kte­
ré j sou také v rámci celé nadrodiny nejvíce evolučně konzervo­
vány. A v š a k terciární struktura obou proteinů je rozdí lná. T o p o ­
l o g i c k ý model M R P znázorňuje obr. 1 . N a N - k o n c i m o l e k u l y j e 
membránová doména složená z 5 transmembránových segmentů 
(a-helixů), následují 2 homologní části každá složena z 6 trans­
membránových segmentů (a-helixů) a A B C d o m é n y ( 1 0 6 , 1 7 3 ) . M á 
se za to, že obě homologní části proteinu se v průběhu evoluce 
vyv inuly ze společného genového předka kódujícího A B C - t r a n s -
portní proteiny. V případě M R P podskupiny zfúzoval tento gen 
s j i n ý m genem/geny kóduj íc ím j i n ý membránový protein, č í m ž 
se k oběma h o m o l o g n í m p o l o v i n á m připoj i lo 5 transmembráno­
v ý c h domén n a N - k o n c i m o l e k u l y . N - k o n e c M R P proteinu j e 
umístěn extracelulárně, což je v e l m i atypická topologie pro nadro-
dinu A B C transportních proteinů. A v š a k současná data naznaču­
jí, že právě extracelulárně umístěný N-konec může být charakte­
r i s t ickým znakem M R P podskupiny ( 7 3 ) . 
Obě poloviny molekuly M R P j sou glykosylovány. Čerstvě nasyn-
tetizovánému 170 k D a velkému M R P polypeptidu trvá zhruba 9 0 
minut než se glykosyluje na svoji 190 k D a formu. G l y k o s y l o v á n y 

Vnější strana 
cytoplazmatické 

membrány buňky 

N-konec 

Vnitřní strana 
cytoplazmaltcké -
membrány buňky 

Obr. 1 - Schema struktury proteinu M R P . 
ATP-vazebná 
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protein má poločas rozpadu 20 hodin, což je pro membránové pro­
teiny typické(68). Ma et al.(111) rovněž prokázali in vivo fosforyla-
ci M R P několika různými kinázami především na setinových zbyt­
cích. Dalším rozdílem, kterým se M R P liší od Pgp, je velmi nízká 
transportní specifická pro paklitaxel a kolchicin přesto, že obě zmí­
něná Protinádorová léčiva náleží mezi nejlepší „substráty" pro 
Pgp ( 3 6 ) Na druhé straně M R P způsobuje rovněž sníženou akumu­
laci léčiva v buňce a jeho zvýšený export mimo buňku ( 1 1 6 ). 
M R P transportuje široké spektrum hydrofobních, záporně nabi­
tých substrátů, ačkoliv jeho afinita k cysteiny 1 leukotrienu (LTC.) 
je ze všech zkoušených substrátů nejvyšší(103). L T C 4 je synteti­
zován z leukotrienu A4 poté, co je leukotrien A4 konjugován 
s G S H . Samotný leukotrien C4 se podílí na kontrole kontrakce 
hladkých svalů a na vaskulární permeabilitě. Fyziologická funk­
ce M R P jako přenašeče leukotrienu C4 v leukocytech syntetizu­
jících leukotrieny dává vznik dohadu, že inhibitory M R P by moh­
ly hrát úlohu v regulaci zánětlivých procesů ( 1 8 4 ). 
L T C 4 je tedy konjugát glutathionu. Bylo prokázáno, že M R P může 
transportovat široké spektum látek patřících do skupiny glutathi­
o n e konjugátů, od samotné oxidované formy glutathionu přes 
kyselinu ethakrynovou, záporně nabité sulfáty, glukuronidy 
a některé žlučové soli až po aktivovaný aflatoxin B1

(107) Ukazu­
je se, že spektrum substrátů přenášených M R P se velmi shoduje 
s přenašečem M O A T (či MRP2) nacházejícím se mimo jiné v tká­
ni intrahepatálních žlučovodů ( 1 1 5 ) a v cytoplazmatické membrá­
ně žírných buněk ( 1 0 4 ). Předpokládá se, že M R P je alespoň částeč­
ně zodpovědný za M O A T aktivitu v buňkách mimo intrahepatální 
žlučovody (92). 
Důkaz, zda se M R P podílí v buňce i na regulaci iontových kaná­
lů nebyl ještě podán. Nicméně u H69/ADR buněk exprimujících 
M R P byla pozorována zvýšená aktivita Cl- a K+ kanálů ( 8 3 ). Navíc, 
stejně jako Pgp, obsahuje struktura M R P „spojovač", který je fos-
forylován několika Ser/Thr proteinkinázami (např. proteinkináza 
C). Uvedený fakt rovněž podporuje domněnku o možné regulač­
ní roli tohoto proteinu v iontovém transportu(111) 

K inhibici rezistence asociované s M R P bylo použito stejných che-
mosenzitorů jako pro Pgp (verapamil, trifluoperazine, PSC 833), 
avšak s minimální efektivitou(8). Schopnost buněk exprimujících 
M R P transportovat L T C , vedlo k návrhu, že sloučeniny ovlivňu­
jící množství redukovaného glutathionu v buňce (GSH) by moh­
ly modulovat M R P asociovanou rezistenci. Skutečně se ukázalo, 
že při fyziologické koncentraci G S H v buňce se zvyšuje schop­
nost vinca alkaloidů inhibovat transport L T C 4 do buněk nadměr­
ně exprimujících M R P ( 1 0 3 ) . U M D R buněčných linií nadměrně 
exprimujících M R P vedlo snížení G S H ke zvýšení vnímavosti na 
některá léčiva včetně vinkristinu, VP-16 a doxorubicins (112) But-
hionin sulfoximid (BSO) je irreversibilním inhibitorem y-gluta-
myl-cystein syntetázy (γ-GCS), což je limitující enzym biosynte-
tické dráhy G S H . Nicméně studie zabývající se touto 
problematikou došly k rozporuplným závěrům ( 3 4 , 1 8 0 ). Teprve Kuo 
et al.(97) objasnili asociaci mezi G S H syntézou a M R P expresí. 
Pozoroval totiž současně nadměrnou expresi proteinů M R P a y-
GCS ve vybraných vzorcích normální tkáně, rezistentních nádo­
rových buněk i buněk, které ještě nepřišly do styku s protinádo-
rovými léčivy. Autoři dokázali, že zvýšená aktivita enzymu y-GCS 
je tedy potřebná pro syntézu dostatečného množství G S H , a tedy 
pro transport běžíci přes M R P molekulu. 
M R P bylo detekováno v tkáních i buňkách pomocí monoklonál­
ních protilátek a c D N A prob. Přirozený výskyt M R P byl pozoro­
ván v epiteliálních buňkách bronchů, plic, trávicího traktu, močo­
vého měchýře, kůře nadledvinek, varlat, v tkáni kosterního 
a srdečního svalu. Rovněž makrofágy, stromální buňky různých 
orgánů a hemopoetické buňky byly pozitivní na M R P ( 5 2 ) . Vzhle­
dem k přirozenému výskytu M R P v mnoha epiteliích se usuzuje, 
že stejně jako Pgp hraje M R P důležitou úlohu při ochraně buňky 
před toxiny zevního prostředí. Exprese M R P v nádorech různého 
histogenetického původu je uvedena v Tab. 1. 
Jednoznačná asociace M D R s expresí různých genů byla zatím 
jednoznačně in vivo prokázána pouze u Pgp a M R P v modelech 
knock-out myší. Tato zvířata s delecí obou alel M R P genu bez­
pečně přežívaly a autoři uzavírají, že jakékoliv potencionální inhi­
bitory M R P mohou být bezpečně použity v léčbě nádorových one­
mocnění l id í ( 1 3 4 ) . Hladiny sérových enzymů, proteinů, elektrolytů 
a dalších biochemických či hematologických parametrů se 
v modelu s úplným knockoutem M R P nijak nelišily od kontrol. 
Myší a lidské M R P proteiny sdílejí 88% sekvenční identitu 

Tab.l: Lidské nádory exprimující MRP 

Hematologické 
malignity 

Akutní myeloidní 
leukémie 

Akutní lymfoblastická 
leukémie 

Chronická lymfo-
cytární leukémie 

Chronická B-lymfo-
cytární leukémie 

Trichocelulární 
leukémie 

Chronická myelo-
cytární leukémie 

Mnohočetný myelom 

Non-Hodgkinský 
lymfom 

MRP 
exprese 

+/-

+/-

+ 

+ 

+/-

-

-

-

Solidní 
tumory 

N S C L C 

Spinocel. ca plic 
málo/dobře diferencovaný 

Ca štítné žlázy 

Neuroblastom 

Spinocel ca jícnu 

Sarkomy měkkých tkání 

Ca prsu, ledvin, 
ovaria, střeva 

Melanom, ca prostaty, 
moč. měchýře, varlat 

MRP 
exprese 

+/-

-/+ 

+ 

+ 

+/-

-

-

-

a u obou byla prokázána indukce M D R fenotypu po transfekci 
jejich c D N A do přirozeně senzitivních buněk ( 1 6 2 ) . V M R P knock­
out buňkách (mrp-/-) byla zjištěna hypersensitivita kmenových 
embryonálních buněk in vitro na množství přírodních toxinů včet­
ně epipodofylotoxinů, vinkristinu, doxorubicinu a daunorubici-
nu. Knockoutované myši byly in vivo 2krát více vnímavější na 
vepesid ( 1 0 9 ). Delece jedné alely (mrp+/-) měla za následek kvan­
titativní zvýšení vnímavosti oproti mrp+/+ buňkám ( 1 0 8 ). V erytro-
cytech myší s knockoutem v M R P genu byla pozorována ztráta 
funkce vysoko afinitní S-glutathionové pumpy. Rovněž masto-
cyty těchto myší vykazovaly částečný defekt v sekreci leukotrie­
nu C 4

( 1 8 4 ) . Autoři se na tomto myším modelu rovněž pokusili 
o objasnění vztahu mezi M R P a G S H . V embryonálních kmeno­
vých buňkách mrp+/+ snížili hladinu G S H na 10% fyziologické 
koncentrace. Buňky kultivovali v médiu s radioaktivně značeným 
vepesidem. Zjistili, že intracelulární koncentrace vepesidu v těch­
to buňkách se zdvojnásobila. Zatímco v embryonálních kmeno­
vých buňkách mrp-/- nemělo snížení hladiny G S H žádný vliv na 
intracelulární koncentraci vepesidu(133). V souladu s tímto pozo­
rováním je jiný in vivo experiment popisující u M D R rezistent­
ních tumorů nadměrně exprimujících M R P zvýšenou terapeutic­
kou účinnost doxorubicinu poté, co byla s pomocí B S O snížena 
hladina intracelulárního G S H ( 1 7 8 ) . V roce 1997 se Taguchimu et 
ai (165) podařilo prokázat přímou interakci mezi M R P a G S H doka­
zující, že M R P je fyziologickým kotransportérem G S H a proti-
nádorových léčiv. 
Molekula M R P je tedy ATP-dependentní membránová pumpa 
exportující z buňky glutathion-S konjugáty v nemodifikované for­
mě i ve formě solí(44). 

2) Výskyt MRP v lidských nádorech 
M R P ie často exprimován v anaplastických karcinomech štítné 
žlázy(164), u různých forem akutních a chronických leukémií ( 2 4 ). 
Zajímavou výjimkou jsou některé případy A M L subtypu M4Eo 
u nichž došlo k inverzi na 16. chromozomu. Tato inverze je pova­
žována za dobrý prognostický znak. M R P gen je lokalizován blíz­
ko bodu zlomu a v důsledku chromozomální inverze dochází k jeho 
deleci. V předběžné studii byla tato delece asociována se 4-5krát 
delším disease free survival obdobím, které následovalo po inici-
ální terapii ( 9 9 ). 
Zvýšené množství M R P je jednoznačně negativním prognostic­
kým faktorem u dětského neuroblastomu(21). Tato studie proká­
zala i signifikantní korelaci mezi M R P expresí v primárním nádo­
ru a amplifikací N-myc onkogenu, nejsilnějšího negativního 
prognostického faktoru u těchto pacientů ( 1 2 6 ). 
Už v roce 1995 byly popsány na buněčných liniích případy jež 
nadměrně exprimovaly jak Pgp tak M R P proteiny ( 2 3 , 6 9 ). Chan et 
a l . ( 2 8 ) dokumentoval tentýž jev na primárních nádorových buň­
kách retinoblastomu, které neodpovídaly na chemoterapii. Dokon­
ce exprese jednoho z výše jmenovaných M D R proteinů před zahá­
jením léčby korelovala s neodpovídavostí na léčbu, zatímco 
nepřítomnost obou proteinů korelovala s dlouhodobým přežitím. 
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Snad nejčastěji byla nadměrná exprese M R P studována u nema-
lobuněčných karcinomů plic, zvlátě u adeno- a spinocelulárních 
histologických typů ( 1 2 4 ). Častěji bývají M R P pozitivní dobře dife­
rencované nádory. Studie prokázaly negativní korelaci mezi 
nadměrnou expresí M R P a klinickou odpovídavostí na chemote-
rapii ( 1 2 8 ) . U malobuněčnvch karcinomů plic je však pozitivita 
M R P podstatně vzácnější(40). 
Přibližně 30% žen s uzlinově negativním karcinomem prsu rela-
buje. Nooter et a l . ( 1 2 5 ) zjišťovali frekvenci a intensitu M R P expre­
se pomocí monoklonální protilátky u 259 vzorků invazivního kar­
cinomu prsu. V tomto souboru bylo 34% vzorků pozitivních na 
M R P . Po rozdělení pacientů do skupin pode věku, velikosti nádo­
ru, množství estrogenových a progesteronových receptorů či stup­
ně zasažení lymfatických uzlin se objevila asociace M R P se špat­
nou odpovídavostí na léčbu především u pacientů s malými 
nádory, u uzlinově negativních pacientek a u žen s pozitivním uzli­
novým nálezem, kterým byla podána adjuvantní chemoterapie 
v režimu C M F (cyklofosfamid, metotrexát, 5-fluorouracil). Riz i­
ko relapsu bylo u pacientů exprimujících M R P statisticky význam­
ně vyšší. Rovněž dlouhodobé přežití bylo u M R P exprimujících 
nemocných kratší. Přítomnost M R P v nádorových buňkách může 
být tedy nepříznivým znakem u skupiny pacientů s lepší prognó­
zou v rámci T N M klasifikace. Exprese M R P se zdá být v případě 
karcinomu prsu známkou nenormálního chování buňky, agresiv­
nějšího fenotypu a lékové rezistence. 

II. 1) Lung resistance-related protein (LRP) 
Na začátku 90. let byla M D R asociována zejména s Pgp a M R P . 
Avšak přibývalo stále více důkazů jak z in vitro, tak z klinických 
studií o tom, že na M D R fenoménu se podílí ještě další mecha­
nismy. Scheper et a l ( 1 4 8 ) popsali nový protein ze skupiny trans­
portních proteinů uplatňujících se v navození M D R a pojmeno­
vali ho lung resistance protein (LRP), protože byl poprvé 
identifikován na buněčné linii plicního karcinomu. Tento protein 
má molekulovou hmotnost 110 kDa. Z výsledků komparativní 
sekvenční analýzy bylo jasné, že nově objevený L R P má 87,7% 
identitu s krysím major vault proteinem(9 3 , 1 4 7 ). Nově objevený 
protein byl tedy identifikován jako lidský major vault protein a tedy 
jako nejpočetněji zastoupená složka v posledních objevených sub-
celulárních organelách pojmenovaných „vaults". 
Vaults byly poprvé pozorovány v roce 1986(87) a následně byly 
izolovány z mnoha organismů od nižších eukaryot po savce. V sou­
ladu s přirozenou distribucí L R P v organismu se vaults vyskytu­
jí nejčastěji v epiteliálních buňkách, makrofázích.. .atd. I když je 
jejich skladba a struktura poměrně komplexní, jsou tyto organe-
ly vysoce konzervovány i mezi fylogeneticky nepříbuznými dru­
hy. Jejich funkce je tedy pravděpodobně nezbytná pro všechny 
eukaryotické buňky(88). 
Vaults jsou ribonukleoproteinové částice skládající se u krys 
z následujících 3 složek: 1) z major vault proteinu (molekulová 
hmotnost 104 kDa), který tvoří více než 70% této organely, 2) ze 
tří typů minor proteinů jejichž molekulová hmotnost je 210,192 

Obr. 2 - Struktura subcelulárních organel vaults. 
A - Pohled ze strany na nerozloženou organelu, B - Pohled z vrchu na 
otevřenou polovinu (podoba „rozvitého květu"). 
Vault je souměrná, dutá organela. Každá její polovina se může otevřít do 
podoby „rozvitého květu" s 8 petálními lístky obklopujícími centrální 
prstenec(89). Tato dynamická struktura má pravděpodobně funkční 
význam. 

a 54 kDa, 3) z malých molekul R N A . Uspořádání jednotlivých 
složek organel vaults je znázorněno na Obr. 2. Celá organela má 
molekulovou hmotnost 13 M D a , rozměry 35x65 nm a jde o nej­
větší známou ribonukleoproteinovou částici (3krát větší než ribo-
zom). Vaults jsou přítomny v cytoplazmě buňky a buňky jich obsa­
hují řádově tisíce. Na základě strukturálních studií a na základě 
přítomnosti vaults na jaderné membráně a v jaderných pórech se 
domníváme, že organely vaults se podílí na nukleocytoplazma-
tickém transportu širokého spektra substrátů(142). Zdá se, že tyto 
organelly mohou transponovat toxické látky z jádra neoplastic-
kých buněk do lysosomů. U buněk nadměrně exprimujících L R P 
byla skutečně pozorována snížená schopnost akumulovat dauno-
rubicin v jádře ( 1 5 0 ). K získání M D R fenotypu je potřebná s nej­
větší pravděpodobností celá funkční organela vault ( 1 4 7 ), což je 
i důvodem proč buněčné linie transfekované L R P genem nevy­
kazovaly žádnou lékovou rezistenci. 
Izquierdo et a l . ( 7 9 ) testovali expresi L R P u 61 nádorových buněč­
ných linií různého histologického původu, které nepodstoupily 
selekci žádným z protinádorových léčiv. L R P vyšel z této studie 
jako silný prediktor in vitro rezistence (silnější než Pgp a M R P ) 
na léčiva podléhající M D R . Přítomnost L R P ovšem asociovala 
i s rezistencí na Pgp/MRP netransportovaná léčiva, např. derivá­
ty platiny. 
L R P byl s pomocí in situ hybridizace lokalizován do krátkého 
raménka chromozómu 16( 1 4 7 , 1 5 8 ). Ve stejné oblasti jsou lokalizo­
vány i geny pro M R P a proteinkinázu C-b (PKC). Ačkoliv nadměr­
ná exprese L R P jde často ruku v ruce se zvýšenou expresí M R P , 
jsou oba geny regulovány nezávisle na sobě a nepatří do stejného 
amplikonu ( 7 8 , 8 0 ). Na druhé straně většina Pgp-pozitivních M D R 
buněčných linií neexprimuje současně L R P ( 1 4 8 ) 

L R P protein je přirozeně exprimován v tkáních vystavených toxic­
kým vlivům (trávicí trakt, keratinocyty, bronchy), v metabolicky 
aktivních tkáních (kůra nadledvinek), v makrofázích(81). Jeho při­
rozená distribuce je tedy podobná distribuci Pgp a M R P . Nádory 
vycházející z tkání přirozeně exprimujících L R P bývají rovněž 
L R P pozitivní. Z testovaných 27 rozdílných druhů nádorových 
onemocnění exprimovalo 63% vzorků L R P . 

2) Výskyt LRP proteinu v lidských nádorech 
Nadměrná exprese L R P byla zjištěna u dospělých pacientů trpí­
cích akutní myeloidní leukémií a u pacientek s ovariálním karci­
nomem. U obou diagnóz předpovídala špatnou odpověď na che-
moterapii ( 7 8 , 1 0 5 ). Na základě silné prognostické hodnoty nadměrné 
exprese L R P u tak rozdílných diagnóz léčených velmi rozdílný­
mi protokoly můžeme předpokládat, že nadměrná L R P exprese je 
odrazem rezistence na široké spektrum protinádorových léčiv. 
Klíčovým zjištěním je, že negativní exprese L R P není v lidských 
nádorech uniformní, ale odráží vnímavost maligních buněk na léč­
bu. Relativně chemosenzitivní nádorová onemocnění téměř neex-
primují L R P (testikulární nádory, neuroblastom, A M L ) . Nádory tra­
dičně špatně odpovídající na léčbu a refrakterní onemocnění bývají 
silně L R P pozitivní (karcinomy střeva, ledvin, pankreatu)(81). L R P 
se tedy zdá být dobrým markerem klinické rezistence na léčbu. 
Studie zabývající se 30 případy relabující A L L zjistila, že nikoliv 
exprese Pgp, nýbrž L R P je statisticky signifikantně asociována 
s in vitro rezistencí čerstvých leukemických buněk na daunorubi-
c in ( 7 9 ) . L R P exprese byla rovněž spojená s kratším dlouhodobým 
přežitím a kratším obdobím do progrese nemoci. 

III. 1) π izoenzym glutathion-S-transferázy a glutathion (GSH) 
Kromě transportních proteinů se na detoxifikaci cytostatik podílí 
rovněž zvýšená aktivita detoxifikačních izoenzymů glutathion-S-
transferáz (GST). Savčí rodina glutathion-S-transferáz obsahuje 
několik izoforem označovaných α,π ,µ a θ (théta)(160). Všechny 
tyto izoformy GST jsou v cytoplazmě přítomny ve formě mono-
merních podjednotek a katalytickou aktivitu získávají až jako homo-
či heterodiméry. Izoformy GST jsou zodpovědný za konjugaci glu-
tathionu (GSH) se širokým spektrem elektrofilních částic. 
Glutathion je klíčovým redukčním činidlem v buňce a účastní se 
detoxifikace volných radikálových forem, zejména kyslíkových 
radikálů ( 1 3 8 ), podílí se na různých metabolických pochodech včet­
ně syntézy leukotrienů. Leukotrieny jsou syntetizovány leukocy-
ty a zprostředkovávají zánětlivé a alergické reakce. Syntézy se 
účastní i enzym glutathion-S-transferáza katalyzující adici thio-
lové skupiny glutathionu na nestálý leukotrien A4 za vzniku prv­
ního z peptidoleukotrienů, leukotrienů C 4 . Rovnováha mezi redu-
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Obr. 3 - Struktura glutathionu (GSH) 

kovanou formou glutathionu (GSH) a oxidovanou formou (GSSH) 
napomáhá udržovat správný oxidační stav sulfhydrylových sku­
pin proteinů uvnitř buněk. 
Glutathion je tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin) obsahující 
neobvyklou y-amidovou vazbu (Obr.3). V buňkách je syntetizo­
vaný de novo v y-glutamylovem cyklu. Gama-glutamylový cyklus 
byl objeven Altonem a Meisterem a jde o mechanismus přenosu 
aminokyselin do buněk tzv. translokací. G S H je při něm synteti­
zován z glutamátu, cysteinu a glycinu za postupné katalýzy y-glu-
tamylcysteinsyntetázy (yGCS - limitujícího enzymu této synté­
zy) a GSH-syntetázy (Obr.4). Volnou energii pro každou z reakcí 
poskytuje hydrolýza ATP. 
GSH má tedy ochrannou roli a patří v buňce mezi nejpočetněji 
zastoupené thioly nebílkovinné povahy ( 1 2 7 ). Ačkoliv některé radi­
kálové formy (např. hydroxylový radikál) mohou přímo reagovat 
s redukovanou formou glutathionu (GSH), řada dalších je s ním 
konjugována pomocí záporně nabitých izoenzymů glutathion-S-
transferázy (GST). Výsledkem jsou sloučeniny méně toxické, více 
hydrofilní a tedy snadněji z buňky vylučitelné. Jiné reaktivní mole­
kuly tvořené v rámci oxidačně/redukčních procesů (např. peroxid 
vodíku) jsou redukovány druhou glutathionovou metabolickou 
cestou a to pomocí enzymu glutathionperoxidázy (GSH Px) za 

vzniku oxidované, disulfidické formy glutathionu (GSSG, GSSH). 
G S S G může být následně redukován na svoji monomerickou for­
mu glutathionreduktázou (GR). Tento proces normálně poskytu­
je G S H a G S S G v poměru 100:1, což umožňuje G S H , aby půso­
bil jako vnitrobuněčná redukční látka. 
Volné radikálové formy se tvoří v průběhu podávání alkylujících 
látek nebo při radioterapii. Základní vlastností většiny D N A alky­
lujících sloučenin je jejich elektrofilita. U některých protinádo-
rových léčiv patřících do této skupiny bylo prokázáno, že skuteč­
ně jsou substrátem pro GST (např. chlorambucil, cyklofosfamid, 
B C N U , thiotepa, melfalan...atd). Alkylující látky jsou reduko­
vány buď přímo G S H nebo prostřednictvím GST v glutathiono-
vém redoxním cyklu. Metabolický obrat glutathionu je poměrně 
rychlý s poločasem kolem 1 hodiny. Inhibice syntézy G S H (např. 
BSO) vede v krátké době k depleci buněčného G S H a k inhibici 
glutathionových detoxifikačních mechanismů. 
Ne všechny izoformy GST se podílí na lékové rezistenci. GST-
a je asociována s detoxifikací hořčičného dusíku, GST-µ s deto-
xifikací nitrosomočoviny. Zvýšená exprese G S T - Π (placentami 
typ) u M D R buněčných linií vedla k závěru, že právě tato izofor-
ma je klíčová pro lékovou rezistenci. U izoforem a a \i byla pozo­
rována i peroxidázová aktivita ( 3 7 ). 
Regulace genů GST je multifaktoriální. Podílí se na ní věk, pohla­
ví, typ tkáně, přítomnost induktorů - chemických sloučenin roz-
dělitelných do 4 skupin (planární aromatické, oxidanty na bázi 
fenolu, barbituráty, glukokortikoidy) či metylace genů kódujících 
GST-ázy( 1 0 1 ) 

Schopnost modulovat hladinu G S H či aktivitu GST-π v buňce má 
B S O (irreverzibilní inhibitor y-GCS enzymu), který v kombinaci 
s melfalanem snižuje hladinu G S H ( 3 2 , 1 0 0 ) . Další sloučenina, sul-
fasalazin, moduluje přímo aktivitu GST-7t a synergicky zvyšova­
la cytotoxicitu cis-platiny u 2 buněčných linií malobuněčného kar­
cinomu plic ( 7 ) . 

I — — _ _ — - — — _ — - i _ _ ^ _ - ^ - — • - - • • - _ i . — : ; L Í Í _ ^ _ ^ . ^ — ^ . - • • • • • , - • - • • - • - - - • - - . - - . - . - . • | 

Obr.4 - y-glutamylový cyklus a syntéza glutathionu. 
Legenda: Jednotlivé reakce cyklu jsou katalyzovány: (1) y-glutamylcysteinsyntetázou, (2) glutathionsyntetázou, (3) y-glutamyltranspeptidázou, 
(4) y-glutamylcyklotransferázou, (5) oxyoprolinázou, (6) vnitrobuněčnou proteinázou. 
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V kapitole o M R P proteinu byl již popsán vztah mezi M R P a G S H -
xenobiotickou (GSH-X) pumpou. Podtrhněme tedy alespoň fakt, 
že u množství G S H konjugátů a několika nemodifikovaných léčiv 
(např. doxorubicinu, etopozidu, vinblastinu) byla pozorována afi­
nita k M R P proteinu. Rovněž byla zjištěna kolokalizace G S H kon­
jugátů do těch oblastí buňky kde se nachází M R P ( 2 2 , 1 3 2 ) . 
Zvýšená intracelulární koncentrace G S H či zvýšená aktivita G S T -
Π má za následek konjugaci G S H s vybranými cytostatiky, čímž 
se snižuje jejich biologická účinnost a dostupnost. Tento trend byl 
pozorován u 58 ze 60 nádorových buněčných l i n i í ( 1 6 9 ) . U rezi­
stentních buněk byla nalezena v důsledku 2-krát vyššího množ­
ství GST-TC m R N A i zvýšená katalytická aktivita tohoto enzymu. 
Vyšší množství m R N A však nebylo způsobeno amplifikací GST-
p genu ( 2 9 ) Jiná studie analyzující 25 buněčných linií rezistent­
ních na doxorubicin a exprimujících GST-TC našla pouze u 10 linií 
zvýšenou aktivitu GST-TC oproti mateřským liniím. Pouze u 5 linií 
byla GST-TC aktivita alespoň 2krát větší. Zbylých 15 sublinií mělo 
GST-TC aktivitu nezměněnou či dokonce sníženou, tedy přesný 
opak toho co se očekávalo ( 1 2 1 ). Sublinie rezistentní na B S O (35-
40x rezistentnější v porovnání s mateřskou linií) připravené 
z buněčné Linie lidských hepatocytů vykazovaly nadměrnou expre­
si y-GCS, dále v důsledku snížené transkripční aktivity měly sní­
žené množství GST-TC, tím pádem bylo pozorováno i méně G S H -
konjugátů a tedy zvýšená hladina samotného G S H v buňce 
(v prostředí B S O exprimovaly tyto sublinie až 4krát více GSH). 
Otázka, zda je snížená exprese GST-TC odpovědí buňky na podá­
ní G S H inhibitorů a další otázky vyvstávající z této studie neby­
ly ještě zcela zodpovězeny ( 1 6 6 ). 
Transformační studie provedené in vitro na kvasinkách, kdy byly 
různé formy GST vneseny do senzitivních buněk, prokázaly jejich 
účast v lékové rezistenci(16). Transfekce buněčné linie MCF-7 (lid­
ský karcinom prsu) vektory nesoucími geny různých izoforem 
GST sice zvýšily hladinu GST v buňkách, nicméně hladina rezi­
stence nebyla signifikantně zvýšena (120). V jiné studii u M C F - 7 
buněk transfekovaných GST-TC byla pozorována zvýšená míra 
konjugace thiotepy s G S H v porovnání s kontrolami. Vazba thio-
tepy na G S H měla za následek snížení cytotoxicity thiotepy(33). 
Výsledky těchto experimentálních studií jsou natolik rozporupl­
né, že nedávají dostatečný důkaz o přímém vztahu mezi lékovou 
rezistencí a GST-TC aktivitou. Změny GST aktivit mohou být spe­
cifické pro každou jednotlivou buněčnou linii. Otázkou také zůstá­
vá do jaké míry je zvýšená GST-TC aktivita dostačující pro navo­
zení M D R . Velmi specifická pro jednotlivá xenobiotika je rovněž 
míra jejich cytotoxicity ztracená v důsledku konjugace 
s G S H ( 4 1 , 1 1 9 \ Proto eliminace konjugátů G S - X pumpou bude zřej­
mě nezbytná pro kompletní detoxifikaci (77). 
Ahmad et al.® popsali různé alelické varianty GST-TC. V roce 1997 
byl podán první důkaz o tom, že polymorfismus v GST-TC je odpo­
vědný za různě silnou odpověd buňky na toxický stres(76). Poly­
morfismus GST-TC v lidské populaci může tedy alespoň částečně 
vysvětlit různou hladinu vnímavosti jedinců na sloučeniny kon-
jugující se s G S H . 

2) Výskyt G S T - T C a GSH v lidských nádorech 
Na základě rozporuplných výsledků získaných z experimentů na 
buněčných liniích není studií zabývajících se klinickou rezisten­
cí v souvislosti s GST-TC aktivitou mnoho. Avšak nadměrná expre­
se GST-TC a tedy zvýšená míra detoxifikačních procesů s násled­
nou sníženou efektivností léčby byla popsána u mnoha nádorových 
onemocnění (karcinom ovaria, prsu, C L L , nemalobuněčný karci­
nom plic, kolorektální karcinom) ( 1 2 7 ). 
Bylo pozorováno zvýšení exprese G S T - Π u buněk neuroblastomu 
odebraných po léčbě v porovnání se stavem před léčbou ( 9 8 ). Rov­
něž u pacienta s chemosenzitivním malobuněčným karcinomem 
plic byla GST-TC aktivita nižší v porovnání s pozdějším odběrem, 
kdy se onemocnění vyvinulo v rezistentní formu ( 4 5 ). 
U 240 vzorků karcinomu prsu byla pozorována nepřímá úměra 
mezi GST-TC expresí a počtem estrogenových receptorů. Navíc 
byla pozitivita na GST-TC identifikována jako silný prediktor relap-
su či smrti v podskupině uzlinově negativních pacientek po che-
moterapii (57). G S H , GST-TC a aldehyd dehydrogenáza jsou asoci­
ovány u buněčných linií s rezistencí na karboplatinu 
a cyklofosfamid. Tanner et a l . ( 1 6 7 ) zjišťovali, zda je přítomnost 
těchto 3 markerů spojena s rezistencí ovariálního karcinomu na 
léčebnou kombinaci cyklofosfamid-karboplatina. Studie byla pro­
vedena na 139 pacientkách. Nebylo nalezeno žádné spojení mezi 

množstvím G H S , přítomností obou proteinů v nádorové buňce 
a přežitím. Medián přežití byl však signifikantně delší u pacien­
tů, kteří měli intracelulární obsah G S H menší než 4,9 µ-g/mg pro­
teinu. Glutathion se yšak nejevil jako nezávislý prognostický fak­
tor, nýbrž byl signifikantně asociován se stážováním tumoru. 
Množství G S H v buňce bylo rovněž vázáno s progresí nádoru. Ani 
u jedné ze sledovaných sloučenin však nebyl prokázán vztah k rezi­
stenci na léčbu cyklofosfamid-karboplatina. Pozitivní korelace 
GST-TC exprese s nepříznivými prognostickými znaky lidských 
sarkomů ( 1 7 1 ), naznačuje, že exprese GST-TC může korespondovat 
se špatnou klinickou odpovídavostí některých pacientů. Zvýše­
nou expresi GST-TC V lidských nádorech spojují se špatnou pro­
gnózou i další studie ( 2 9 , 9 0 ). 
Literatura uvádí zvýšenou expresi GST-TC V prognosticky nepříz­
nivých lidských nádorech, avšak nepotvrzuje její úlohu v navo­
zení M D R . Tento fakt je v souladu s laboratorními pozorování­
m( 1 4 4 ) prohlašujícími GST-TC jako znak preneoplastické 
transformace buňky. Hlubší poznání mechanismů jakými se G S T -
TC exprese může podílet na maligní transformaci by zřejmě pomoh­
lo lépe pochopit proces samotné onkogeneze(94). 

IV. Další proteiny odpovědné za specifickou rezistenci na 
některá Protinádorová léčiva či jejich skupiny 
V úvodu I. části bylo zmíněno, že kromě mnohočetné lékové rezi­
stence existuje ještě rezistence zkřížená (na skupinu strukturálně 
příbuzných léčiv či na skupinu léčiv se stejným mechanismem 
účinku) a rovněž specifická rezistence k jednomu určitému cyto­
statiku. Tato problematika přesahuje rámec předkládaných prací 
a bude jí věnována zvláštní pozornost v některém v našich příš­
tích sdělení. Nicméně bychom zde rádi uvedli alespoň jmenovitě 
některé z nich. 
Molekuly enzymů topoizomerázy I a topoizomerázy II jsou cílo­
vou strukturou řady protinádorových léčiv, např. epipodofyloto-
xínů, antracyklinů, derivátů camptothecinu. Snížené množství 
topoizomeráz nebo mutace v jejich primární struktuře neumož­
ňuje interakci s inhibitory. Jelikož cytotoxicita většiny inhibitorů 
topoizomeráz přímo závisí na množství aktivních molekul enzy­
mu, redukce jejich počtu se projeví vznikem lékové rezistence. 
Řada autorů přiřazuje rezistenci na inhibitory topoizomeráz k aty­
pické mnohočetné lékové rezistenci 
Do této problematiky se dále řadí následující mechanismy: 
1. rezistence na inhibitory dihydrofolátreduktázy (DHFR), např. 

metotrexát, způsobená poruchou transportních mechanismů pro 
foláty a antifolika. 

2. zvýšená koncentrace cytidindeaminázy vyúsťující v rezistenci 
na A R A - C . 

3. thymidylátsyntetáza a rezistence na 5-fluorouracil (5-FU). 
4. zvýšená aktivita D N A reparačních enzymů např. alkyltransfe-

rázy a rezistence na deriváty platiny a další alkylační látky. 
5. amplifikace genu pro aspartát transkarbamylázu a rezistence 

na sůl kyseliny N-fosfonacetyl-L-asparagové (PALA). 
6. amplifikace ribonukleotid reduktázy a rezistence na hydroxy-

ureu (HU)...atd. 
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Souhrn: Chemoterapie zhoubných nádorů představuje jednu ze základních modalit léčby lidských neoplasií. Ve větši­
ně případů je však volba farmak, jejich kombinace a dávkovači schémata, založena na empirických zkušenostech a výsled­
cích bezpočtu multicentrickych studií, aniž by byla respektována biologická individualita nádoru a jeho nositele. Uka­
zuje se, ze zlepšení léčebných výsledků, ale i snížení nežádoucích účinku chemoterapie, může přinést individualizovaná 
léčba prováděna na základě in vitro predikce rezistence, resp. citlivosti daného nádoru na spektrum cytostatik. V práci 
autoři podávají přehled a charakteristiku in vitro metodik, které jsou využívány pro výběr chemoterapeutik s předpo­
kládaným terapeutickým efektem in vivo a které umožňují vyřadit léky na něž je daný nádor rezistentní. Práce rovněž 
analyzuje četné metodické a interpretační problémy in vitro predikce protinádorové účinnosti cytostatik, zejména v sou­
vislosti s klinickou validitou testů. 
Klíčová slova: Testy chemorezistence/chemosenzitivity in vitro, klonovací 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 
each technique. Special attention is paid to the clinical relevance of the individualized cancer therapy based on in vitro 
drug selection. 
Key words: Chemoresistance/chemosensitivity assays in vitro, clonogenic assay, M T T , histocultures 

Úvod 
Protinádorová chemoterapie prodělala v minulých desetiletích 
bouřlivý rozvoj. Původně byla pouze doplňkovou léčbou, ale 
postupně nabývala významu standardní léčebné metody a stala se 
rovnocennou léčbě chirurgické a radioterapii. Prvotní období skep­
se bylo vystřídáno nadšením a nekritickým přeceňováním mož­
ností chemoterapie. Dnešní pohled na problematiku chemotera­
pie už není tak nekritický. Statistika posledních 20 let ukazuje, že 
chemoterapie dosáhla určitého maxima a nová cytostatika neo­
vlivňují zásadním způsobem přežití nemocných s nejfrekvento­
vanějšími nádory. Dnes je zřejmé, že účinnost chemoterapie je 
ovlivňovaná řadou faktorů, které sehrávají významnou úlohu 
v léčebné strategii a spolurozhodují o výsledku léčby. Máme na 
mysli zejména histologický typ nádoru, stupeň pokročilosti one­
mocnění, vaskularizaci nádorového ložiska, klonální heterogeni-
tu maligní populace, primární či sekundární (indukovanou) che-
morezistenci a konečně celkový stav nemocného. Jelikož účinek 
cytostatik není přísně specifický pro nádorové buňky, ale působí 
více či méně toxicky i na normální buňky, jsou vedlejší účinky 
řady cytostatik dalším limitujícím faktorem chemoterapie a ve 
svých důsledcích mohou vést i k závažnému poškození nemoc­
ného. Současná onkologická chemoterapie je založena převážně 
na empirických zkušenostech a generalizaci výsledků rozsáhlých 
klinických studií, aniž by respektovala individualitu nemocného 
a biologickou odlišnost každého nádoru. Je více než pravděpo­
dobné, že respektování faktorů individuality a možnosti jejich 
posouzení může do značné míry optimalizovat výběr protinádo-
rových farmak, jejich dávky což ve svých důsledcích příznivě 
ovlivní terapeutický efekt a sníží riziko nežádoucích účinků. Jed-
ním z přístupů individualizované chemoterapie je výběr cytosta­
tik s maximální účinností pro daný nádor a současně eliminace 
těch, na něž je nádor vysoce rezistentní, na základě hodnocení che-
mosensitivity/chemorezistence nádorové populace v in vitro pod­
mínkách. V našem sdělení bychom rádi seznámili čtenáře s meto­
dikami in vitro testů citlivosti nádorové populace na cytostatika 
a s některými metodickými a interpretačními problémy se zamě­
řením na „solidní" malignity. 

První testování chemosenzitivity/chemorezistence in vitro se datu­
jí do období přelomu 50. a 60. let, kdy badatelé Black a Speer (1) 
popsali hodnocení citlivosti nádorů v in vitro podmínkách jako 
nový, vhodný přístup pro výběr nejúčinnějších cytostatik pro indi­
viduálního nemocného. Jejich práce však nedoznala většího 
zájmu, ani klinického využití. 
V průběhu 80. let dochází, zejména v U S A a Japonsku, k rene-
zanci prediktivní individualizované léčby onkologických pacien­

tů. Průlomem v testování chemosensitivity nádorů byla metoda 
H T C A (Human Tumor Colony Assay), kterou vyvinul Salmon 
a Hamburger v roce 1977 (2) a která, přestože má mnoho nevý­
hod, je dodneška používaná. Následoval rozvoj dalších technik, 
hodnotících krátkodobé poškození buněk. Je třeba zmínit, že až 
na malé výjimky se in vitro hodnocení chemosenzitivity/chemo-
rezistence koncentruje do soukromých zdravotnických zařízení 
a že renomovaná onkologická pracoviště mají zatím k této meto­
dice velmi opatrný, často i kritický přístup. 
Teoretickou bazí in vitro hodnocení lékové rezistence je předsta­
va, že farmakum vysoce účinné proti danému nádoru in vitro bude 
efektivní i v klinické aplikaci. Na druhé straně nelze s jistotou pro­
kázat či dokladovat, že vynechání cytostatik na něž je daný nádor 
v podmínkách in vitro rezistentní, neovlivní negativně in vivo 
léčebnou odpověď. Dnes spíš převládá názor, že tyto metody určí 
poměrně spolehlivě cytostatika na něž je daný nádor rezistentní, 
ale určení citlivosti je méně spolehlivé. 
Metody testování in vitro jsou založeny na dvou odlišných prin­
cipech, které hodnotí různě stupeň poškození nádorových buněk. 
Jejich přehled, výhody a nevýhody jsou shrnuty v tabulce číslo 1. 

Klonovací metoda 
Klonovací metoda je založena na schopnosti nádorových buněk 
růst na agarovém semisolidním médiu ve formě kolonií. 
Příkladem je j iž zmíněný H T C A test, který vypracoval a popsal 
Salmon a Hamburger (2) a který je v různých modifikacích vyu­
žíván dodnes (3-6). Metodika je založena na schopnosti nádoro­
vých buněk růst na agaru ve formě kolonií, zatímco normální buň­
ky jsou v růstu inhibovány. Buněčné poškození po kontaktu 
s cytostatikem je hodnoceno srovnáním počtu kolonií v kulturách 
ovlivněných a kontrolních. Zastánci této metodiky jako její před­
nost uvádějí eliminaci normálních buněk ve vzorku i když lze pole­
mizovat o reprezentativnosti selektované populace vzhledem 
k podmínkám in vivo. Shimoyama a spol. udávají, že výběr účin­
ných cytostatik na základě klonovacího testu dobře koreluje s jejich 
terapeutickým efektem na modelových myších nádorech (7). 
Limitací této techniky, která brání širšímu klinickému využití 
a může být zdrojem interpretačních omylů, je potřeba velkého 
počtu izolovaných nádorových elementů, z nichž jen malé pro­
cento má schopnost růst v agarovém médiu. Některé práce 
dokonce uvádějí, že schopnost adaptace na růst v agarovém 
médiu má pouze méně jak 1% maligních buněk, což negativně 
ovlivňuje výtěžnost testu a možnost přesné interpretace. Z hle­
diska známé genotypové i fenotypové heterogenity nádorové 
populace in vivo, jsou závěry klonovacího testu výsledkem odpo-
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Tab.l 

Metoda 

Klonovací metoda 

Metody hodnotící 
metabolismus buněk 

Histokultury 

Výhoda 

Dobrá korelace s klinickými výsledky. 

Rychlá metoda. 
Velké procento hodnotitelných vzorků. 
Potřeba malého množství buněk. 
Lze hodnotit velký počet cytostatik. 
Možnost testování buněk v G0 fázi. 
Dobrá korelace s klinikou. 

Lepší simulace podmínek in vivo. 
Možnost histologického hodnocení změn nádoru po 
kontaktu s cytostatiky. 
Nádor má přirozenou architekturu a proliferační aktivitu 
velmi blízkou in vivo podmínkám. 

Nevýhoda 

Dlouhá doba provedení testu. 
Potřeba velkého množství buněk. 
Malé procento hodnotitelných vzorků. 
Nelze hodnotit buňky v G0 fázi. 
Nelze hodnotit velký počet cytostatik. 
Chyby při odečítáním počtu kolonií. 

Přítomnost normálních buněk může ovlivnit výsledek testu. 

vědí pouze malého počtu selektovaných buněk, které jsou schop­
né růst v agarovém médiu. Navíc v daném provedení test není 
schopen postihnout odpověď buněk v G0 fázi, které jsou, byť 
v malém procentu vždy přítomny v in vivo nádorové tkáni 
a následně i v explantované populaci. Vedle poměrně dlouhé 
doby k provedení testu, může být zdrojem falešně pozitivních 
výsledků obtížné rozlišení náhodných shluků často mrtvých 
buněk od pravých kolonií. 
Jak upozorňuje Pavlíka kol. (8), zdrojem interpretačních chyb 
mohou být i buňky, které v důsledku transferu do ne zcela fyzio­
logických in vitro podmínek přestanou proliferovat, zůstávají však 
metabolicky aktivní a teprve po adaptační fázi s poměrně dlou­
hou dobou latence vstupují do buněčného cyklu a jsou schopny 
růst v koloniích. Literatura uvádí, že část výše uvedených pro­
blémů může být eliminována kombinací více metodologických 
přístupů, ať j iž hodnocením metabolické aktivity explantovaných 
buněk nebo stanovením D N A syntézy v buněčných koloniích 
pomocí inkorporace 3H značeného thymidinu jako markerů rep-
likační aktivity (9-11). 
Studie, které se zabývaly korelací s klinickým účinkem uvádí pre-
diktivní hodnotu této metody kolem 80%, s poměrně vysokým 
procentem (30-48%) neúspěšných kultivací. Autoři Shimoyama 
a spol. (7) srovnávali klonovací metodu s M T T testem na nádo­
rech žaludku, prsu, střeva a plic se 3 cytostatiky, a výsledky obou 
metod porovnávali s testy in vivo na myších. Podle těchto výsled­
ků klonovací metoda měla 90% předpovědní hodnotu a M T T 
86,7%. Autoři uvádějí, že lepší výsledky jsou dosaženy kombi­
nací obou metod. 

Neklonovací metody 
Další skupina metod je založena na stanovení proporce živých 
a mrtvých buněk. Většina přístupů hodnotí změny v buněčném 
metabolismu a membránové integritě, které jsou reflexí buněč­
ného poškození po kontaktu s cytostatiky. Jejich společnou před­
ností je poměrně vysoké procento hodnotitelných vzorků, posti­
žení buněk v G0 fázi a možnost v poměrně krátkém časovém 
intervalu a za standardních podmínek posoudit účinnost většího 
počtu protinádorových chemoterapeutik. Diskutovaným problé­
mem těchto testů je možná závislost výsledků na příměsi nená­
dorových buněk, tedy zda a do jaké míry může proporcionalita 
normálních versus maligních elementů ovlivnit výsledek testu 
a jeho interpretaci. Součástí explantované monocelulární suspen­
ze připravené z nádorové biopsie jsou i normální diploidní buňky 
o nichž je známo, že mají in vitro růstovou preferenci ve srovná­
ní s buňkami maligními a že v primokultuře jsou stejně, ne-li více 
vnímavé na poškození farmaky. Na základě uvedeného nelze 
vyloučit, že stupeň kontaminace maligní populace buňkami nor­
málními může ovlivnit výsledek testu. Vyjdeme-li však ze situa­
ce in vivo, kde mezibuněčné kanály a buněčné interakce bezesporu 
spolurozhodují o biologickém chování nádoru, potom lze připus­
tit, že in vitro maligní populace s přirozeným zastoupením nor­
málních buněk, je relativně vhodným modelem blízkým situaci in 
vivo. Obecně se jedná o problém, který dosud čeká na své objas­
nění. 

Testy membránové integrity 
První testy hodnotící buněčné poškození byly založeny na sledo­
vání membránové integrity buněk. Můžeme je rozdělit na testy 
vitální a supravitální. Vitální testy jsou založeny na aktivním při­
jímání barviva živou buňkou přes neporušenou plasmatickou 
membránu, zatímco mrtvé buňky zůstávají neobarvené. Nejpou­
žívanějším barvivem pro vitální testy je neutrální červeň. Opakem 
jsou supravitální testy, kdy přes porušenou plasmatickou mem­
bránu mrtvých buněk proniká barvivo do intracelulárního prosto­
ru a živé buňky zůstávají neobarvené. Jako barvivo se využívá 
např. trypanová modř a methylenová zeleň. 
Možnost rozlišit živé buňky od mrtvých je založena na kombina­
ci ovlivnění membránové integrity a některé z metabolických cest. 
Příkladem tohoto přístupu je metoda zavedená Pavlíkem (8), v 
níž viabilní buňky jsou určovány podle aktivity esteráz a jejich 
schopnosti přeměnit bezbarvý fluorescein diacetát na zelený fluo­
rescein. Mrtvé buňky jsou rozlišeny podle jejich schopnosti při­
jímat propidium iodid porušenou plasmatickou membránou. Pod 
mikroskopem se hodnotí proporce živých tj. zeleně a mrtvých tj. 
červeně zbarvených buněk. 

MTT test 
Nejrozšířenější metodou testování in vitro chemosenzitivity/che-
morezistence je tetrazoliový test (MTT test) popsaný v roce 1983 
Mosmannem (12). Rozlišení živých a mrtvých buněk je založeno 
na schopnosti živých buněk redukovat žlutou, rozpustnou tetra-
zoliovou sůl M T T (3-4,5-dimeťhylazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-
zolium) mitochondriálním enzymem sukcinát-dehydrogenázou 
na nerozpustný modrý formazan (13). Formazan je pak rozpuštěn 
dimethyl sulfoxidem (DMSO), případně jiným organickým roz­
pouštědlem. Absorbance barevného produktu je měřena fotome-
tricky při 570 nm a výsledky jsou srovnávány s hodnotami iden­
tických kontrolních kultur neovlivněných cytostatiky. 
Japonští autoři Kubota a spol. (14-16) použili tuto metodu pro sta­
novení citlivosti nádorů žaludku, střeva, sleziny, prsu, jícnu a lym-
fomů na panel cytostatik M M C , 5-FU, A D M a D D P . Studie uvá­
dí 90% hodnotitelných nádorů, u nichž in vitro výsledky byly 
podkladem pro výběr cytostatik pro daného nemocného. Korela­
ce s klinickým efektem byla okolo 83-86%. Za hlavní přednost 
testu in vitro považují autoři možnost poměrně přesně detekovat 
stupeň rezistence na některou ze zkoušených látek a následné vyřa­
zení neúčinných terapeutik z léčebného protokolu. Podobně příz­
nivé hodnocení M T T testu pro volbu účinných cytostatik uvádí 
Yamaguche a spol. u kolorektálních karcinomů (17). 
Cole (18) využil tuto metodu pro stanovení chemosenzitivity/che-
morezistence u nádorů plic. Práce akcentuje její význam v urče­
ní mnohočetné lékové rezistence a tím eliminace neúčinné, paci­
enta zatěžující terapie. 
Carmichael a spol. (19) srovnávali M T T test s klonovací meto­
dou. Autoři uvádějí, že M T T test detekuje ve větším procentu 
počet rezistentních kultur k hodnoceným cytostatikům ve srov­
nání s klonovací metodou. 
Na základě dosud publikovaných prací lze charakterizovat M T T 
test jako jednoduchou, rychlou a relativně standardní metodiku 
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pro predikci chemorezistence, respektive chemosensitivity nádo­
rů v podmínkách in vitro. Jako každá metodika má však i M T T 
test některé limitace jejichž příkladem je nemožnost rozlišit cyto-
statický od cytotoxického účinku a j iž zmíněné riziko ovlivnění 
výsledku přítomností vysokého procenta normálních buněk v kul­
tuře. Problémem, který může ovlivnit spolehlivost výsledků je 
schopnost některých chemoterapeutik redukovat M T T . Tento fak­
tor však může být eliminován vyšetřením kontrolním testem M T T 
testem bez buněk. 

ATP test 
B y l popsán Sevinem v roce 1993 (20). Metoda je založena na kvan­
titativním měření A T P bioluminiscence s luciferázou-luciferinem. 
A T P je pro živé buňky primárním zdrojem energie a po smrti buň­
ky je rychle hydrolyzován. Z buněk je extrahováno A T P a po při­
dání komplexu luciferázy-luciferinu je za přítomnosti A T P emi­
továno záření jehož intenzita je měřena luminometrem. 
Bioluminiscence může hodnotit cytostatický i cytotoxický efekt 
různých látek. 
Metoda byla použita pro hodnocení lékové rezistence v kulturách 
ovariálního karcinomu (5,21). Hodnotitelných bylo 93 % explan-
tátů. 

Histokultury 
Výše uvedené metody byly prováděny v dvourozměrném uspo­
řádání a tedy v podmínkách značně odlišných od situace in vivo. 
Pozornost se zaměřuje na in vitro hodnocení lékové rezistence 
v trojrozměrných kulturách s využitím různých substrátů, které 
imitují extracelulární matrix. Z kultivačního hlediska se zdaleka 
nejedná o novou metodologii. Trojrozměrná kultivace a pojem 
histokultura se objevuje j iž na počátku století, kdy Carrel (22) 
popsal kultivaci fragmentu srdce 18 dní starého kuřete s dlouho­
dobou proliferací i plně funkční aktivitou. 
V 50. letech Leighton (23) zdokonalil Carrelovy histokultury pou­
žitím jemně porézních celulózových houbiček jako substrátu pro 
explantované fragmenty tkáně. Tato technika umožňuje udržovat 
kulturu v její přirozené architektuře a proliferační aktivitě velmi 
blízké fyziologickým podmínkám. 
Předností kultivace fragmentů tkáně na podpůrné matrix je nižší 
uplatnění stresových faktorů, kterým jsou buňky vystaveny v pří­
padě klasické buněčné explantace. Důsledkem těchto stresových 
faktorů, jejichž příkladem může být proteolytická dezintegrace 
buněk nebo eliminace fyziologických buněčných interakcí, je změ­
na buněčné kinetiky (např. změněné parametry času zdvojení či 
změny v poměru cyklujících versus necyklujících buněk). 
Nespornou výhodou fragmentových trojrozměrných kultur pro stu­
die lékové rezistence je možnost jejího histologického zpracování 
a hodnocení jemných morfologických změn buněčného poškození 
pomocí spektra moderních imunohistochemických a molekulárně 
biologických metodik. V současné době se jako optimální matrix 
pro trojrozměrné fragmentové primokultury využívají želatinové 
houbičky (The Upjohn Comp., Kalamazoo, M I , 49001, USA). 
Podobně jako u monocelulárních kultur se i v histokulturách pro 
finální hodnocení efektu cytostatik využívá převážně M T T test. 
Jiným přístupem je autoradiografická analýza syntézy D N A (6, 
24). Z publikovaných prací považujeme za významné studie Furu-
kawy a spol. (14,25), které prokazují 90% shodu rezistence in vit­
ro a in vivo, ale pouze 67% shodu v citlivosti. Autoři považují tyto 
testy za spolehlivé pro vyřazení málo účinných nebo neúčinných 
cytostatik, avšak bez prediktivní hodnoty stupně citlivosti in vivo. 
Podobné výsledky dokumentuje práce autorů Robins a spol. na 
nádorech hlavy a krku (26). 
Je zajímavé, ale z hlediska biologické dostupnosti testovaných 
cytostatik i pochopitelné, že histokultury vykazují vyšší stupeň 
rezistence ve srovnání s kulturami jednovrstevnými nebo sus-
penzními v nichž cytostatika se dostanou do kontaktu s „nahou" 
buňkou. V této souvislosti Miller a spol. (27, 28) v testech rezi­
stence na melphalan uvádí až 1000x vyšší rezistenci histokultury 
ve srovnání s rezistencí jednovrstevné kultury. Upozorňuje, že 
různé metodické přístupy nejsou srovnatelné a že tkáňová archi­
tektura a „buněčný mikroenvironment" se významně podílejí na 
výsledcích testů. 
Svůj dlouhodobý vývoj prodělala i kultivační média. Teprve 
v posledním desetiletí jsou k dispozici média, která s komple-
mentací růstovými faktory zajišťují podmínky blízké podmínkám 
in vivo. 

Některé problémy in vitro prediktivní chemoterapie 
Jednou z oprávněných kritik modelu in vitro pro volbu individu­
alizované protinádorové léčby je sporná reprezentativnost k reál­
ným poměrům in vivo. V této souvislosti se nabízí několik dis-
kutovatelných otázek. Samotný proces přípravy monocelulární 
suspenze z nádorové tkáně a přenos buněk či tkáňových frag­
mentů do ne zcela fyziologického prostředí, představuje streso­
vou situaci, které může výrazně ovlivnit buněčnou kinetiku, meta-
bolickou aktivitu a poměr cyklujících a necyklujících elementů. 
Uvážíme-li, že v testech lékové rezistence se hodnotí efekt far-
maka po krátkodobé 24 až 48 hodinové expozici a že řada z těch­
to látek je fázově specifická, nelze vyloučit, že výsledek bude 
ovlivněn počtem cyklujících buněk, které v době kontaktu s cyto­
statikem projdou fází buněčného cyklu v níž jeho aktivita domi­
nuje. Diskutovanou otázkou je optimální interval pro přidávání 
farmak po přenesení buněk do in vitro podmínek. Jak bezpro­
střední expozice po explantaci, tak i expozice po kratší či delší 
adaptační fázi buněk mají svá pro i proti. Zastánci provedení tes­
tu co nejdříve po založení primokultury argumentují zachováním 
profilu buněk, který je relativně blízký situaci in vivo, kritici uvá­
dí, že výsledky jsou ovlivněny nefyziologickou manipulací buněk 
a arteficiálním médiem. Svá pozitiva i negativa mají přístupy 
v nichž populace buněk přijde do kontaktu s cytostatikem až po 
několikadenní adaptaci na podmínky in vitro. Na jedné straně 
jsou minimalizovány akutní stresové faktory, na straně druhé 
však, čím delší kultivace in vitro, tím větší riziko, že do kontak­
tu s cytostatikem přichází selektovaná, tj. nejadaptabilnější popu­
lace buněk, genotypově i fenotypově značně odlišná od původ­
ního nádoru. 
Dalším, neméně závažným problémem je volba koncentrací tes­
tovaných látek. V žádném případě nelze ani aproximativně pře­
počítávat dávky pro in vitro testy z dávek, které se využívají tera­
peuticky. U in vitro systému není biologická dostupnost léku 
ovlivňovaná vazbou na plasmatické bílkoviny, degradačními, či 
aktivačními procesy, biologickým poločasem ani vaskularizací 
cílových struktur. Chemoterapeutikum zde působí na „nahou" 
buňku v koncentraci téměř identické s koncentrací přidanou do 
kultury. Obecně platí, že čím více koncentrací v rozsahu E D 0 -
E D 1 0 0 (effective dose) je použito, tím větší možnost přesnější inter­
pretace výsledků. 
Orientačním zdrojem pro výběr vhodných koncentrací mohou být 
křivky závislosti účinků na dávce v modelových buněčných lini­
ích. K diskutovaným problémům in vitro prediktivní terapie pat­
ří j iž zmíněné možné ovlivnění výsledků jejich nadměrnou kon­
taminací normálních diploidních elementů. Tato kontaminace není 
kritická pro klonovací metody, ale u neklonovacích metod může 
hrát určitou roli. Zásadní informaci o tom, zda pracujeme převážně 
s maligní populací buněk a do jaké míry je tato kultura kontami­
nována normálními buňkami, nám může podat imunocytoche-
mická analýza. 
Na základě našich zkušeností je zřejmé, že závěry o chemosensi-
tivitě/chemorezistenci nádorů z pouhého počtu živých a mrtvých 
buněk in vitro jsou jen hrubým odhadem účinnosti léčiva, aniž by 
braly v úvahu jemnější buněčné změny. Současné poznatky 
o mechanismu účinku, rezistenci a reparačních procesech před­
stavují možnost lépe charakterizovat stupeň buněčného poškoze­
ní a rezistence. Přínosem je hodnocení aktivity M D R genů, cyk-
linu D1, telomerázy, hladiny onkoproteinu p53 a apoptózy, která 
je považována za „end point" účinku většiny protinádorových che­
moterapeutik. 
I přes řadu uvedených problémů lze souhlasit s příznivci hod­
nocení lékové rezistence in vitro v tom, že přináší informace, 
které mohou být nápomocné ve volbě protinádorových chemo­
terapeutik pro individuálního pacienta a že efektivní cytostati­
kum v in vitro testu bude s několikanásobně vyšší pravděpo­
dobností účinnější i in vivo než cytostatikum bez účinnosti v in 
vitro podmínkách. Je třeba akceptovat i kritické názory, které 
pro posouzení klinické validity tohoto vyšetření vyžadují pro-
spektivní randomizované klinické studie v nichž by bylo mož­
né srovnat standardní terapii s volbou léčby na základě in vitro 
testů. 
Podrobnější informace je možné získat na pracovištích autorů, 
jejichž příspěvky jsou publikovány v tomto zvláštním čísle a na 
klinice nemocí plicní a tuberkulózy FN Plzeň. Ve Slovenské repub­
lice je metodika hodnocení lékové rezistence nádorů in vitro zave­
dena a využívána v Ústavu farmakologie LF UPJŠ v Košicích. 
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PŘÍSPĚVEK BIOSTATISTIKY K STANDARDIZACI HODNOCENÍ TESTŮ 
CHEMOREZISTENCE NÁDORŮ IN VITRO 
CONTRIBUTION OF BIOSTATISTICS TO THE STANDARDIZED EVALUATION 
OF TUMOR DRUG RESISTANCE TESTS 
+ D U Š E K L . 1 - 2 , K O P T Í K O V Á J . 1 , H A J D Ú C H M . 3 , N O S K O V Á V . 3 , L U Ď K O V Á A . 3 , K A Š P Á R E K I. 3 a Z L Á M A L Í K O V Á V . 2 

1 C E N T R U M I N F O R M A T I K Y A A N A L Ý Z , U N I V E R Z I T N Í O N K O L O G I C K É C E N T R U M , L F A M U B R N O 
2 R E C E T O X , P Ř Í R O D O V Ě D E C K Á F A K U L T A , M U B R N O 
3 L A B O R A T O Ř E X P E R I M E N T Á L N Í M E D I C Í N Y , F N A L F U P O L O M O U C 
"•"korespondující autor: Centrum informatiky a analýz U O C , Veslařská 230B, 637 00 Brno 

Souhrn: Ze specifické role testů chemorezistence nádorů v prediktivní onkologii vyplývá nutnost definovat jejich objektivní parame­
trické hodnocení s důrazem na jasnou biologickou interpretaci. U testů in vitro je tento úkol dominantně spjat s modelovým popisem 
možných odpovědí na cytostatika, tedy s analýzami a parametrizací křivek dávka-odpověď. Při základní typologii kalibračního sou­
boru 46 buněčných nádorových linií testovaných na účinek 28 cytostatik (MTT test) byly popsány 3 modelové typy závislostí: sig-
moidní funkce, "hormesis" model s rozdílným stupněm stimulace v nízkých dávkách cytostatika a křivky nestandardní s více sestup­
nými fázemi spojenými s odlišným mechanismem účinku ve vyšších koncentracích látky (5-fluorouracil, karboplatina, cisplatina). 
Celkové spektrum křivek však bylo více rozmanité v důsledku interakcí cytostatik s vlastnostmi a aktuálním stavem testovaných linií. 
Výsledný tvar křivky lze pouze částečně spojovat s mechanismem účinku aplikovaných cytostatik, do značné míry jej také ovlivňuje 
původ nádorového materiálu, rezistence, cytogenetické vlastnosti nebo aktuální stav proliferace buněk (především u látek ze skupiny 
mitotických jedů). Standardní analýza regresními modely je pak často limitována netypickým tvarem závislostí nebo omezeným počtem 
koncentračních úrovní testované látky. Práce dokládá využitelnost rovnice mediánového účinku jako diagnostické techniky umožňu­
jící jednotnou parametrizaci všech typů získaných křivek a vedoucí k odhadům minimální sady klinicky relevantních parametrů: hod­
not E C 5 Q , prahové koncentrace látky (nebo vhodného odhadu E C X , např. E C 1 0 ) a podílu buněk přežívajících i v nejvyšší koncentraci 
cytostatika. 
Kl íčová slova: chemorezistence nádorů, M T T test, křivky dávka - odpověď, statistická analýza, mediánový účinek 

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 M T T 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: E C 5 0 estimates, threshold concentration (or proper alternative as E C X , e.g. E C 1 0 ) 
and fraction of cells surviving the highest applied concentration of examined compound. 
Key words: tumor drug resistance, M T T test, dose response curves, statistical analysis, median effect equation 

Úvod 
Testy chemorezistence nádorů in vitro představují j eden ze 
základních stavebních kamenů prediktivní onkologie j ako obo­
ru zaměřeného na b i o i n d i k a c i a pravděpodobnostní p r e d i k c i 
vývoje nádorových onemocnění pod v l i v e m chemoterapie 
a j i n ý c h léčebných procedur. In vitro testy hrají v ce lém procesu 
v e l m i specif ickou r o l i zaměřenou především na zvýšení úspěš­
nosti konkrétních c y k l ů chemoterapie nebo na opt imal izac i uce­
lených chemoterapeutických rež imů. Představíme-li s i však slo­
žitost léčby a různé cesty vývoje onemocnění v celé škále 
možností, je zřejmé, že funkční zapojení in vitro testů do celého 
procesu je možné pouze zajištěním průběžné zpětné konfronta­
ce s reá lnými k l i n i c k ý m i výsledky. K o n c o v é body vývoje nádo­
rového onemocnění j a k o je pravděpodobnost relapsu č i úmrtí 
mohou být úspěšně predikovány pouze pomocí modelů postihu­
j í c í c h v e l m i heterogenní systém faktorů od k l i n i c k ý c h charakte­
rist ik pacienta, přes molekulární parametry nádoru až po para­
metry léčebného procesu. Z této situace tedy pro oblast testů 
chemorezistence v y p l ý v á nutnost definovat objektivní parame­
trické výstupy koreluj ící s reá lnými k l i n i c k ý m i daty a vedoucí 
k j a s n ý m b i o l o g i c k ý m interpretacím. Tento ú k o l je dominantně 
spjat s m o d e l o v ý m popisem m o ž n ý c h odpovědí na cytostatika, 
tedy s analýzami a parametrizací k ř ivek dávka - odpověď. 
Hodnocení závislostí dávka-odpověd není speci f ikem experi­
mentální onkologie, ale zasahuje prakticky všechny oblasti bio­
logického v ý z k u m u a představuje téměř univerzální přírodověd­
ný problém. Je logické, že nejintenzivněji je tato problematika 
rozvíjena v rámci oborů toxikologie a ekotoxikologie, které z tes­
tů toxicity a karcinogeneze odvozují parametry b io logické účin­
nosti látek, často s legis lat ivními a procedurálními důsledky pro 
je j ich použití (21,17). Jako hlavní styčné body s o n k o l o g i c k ý m 

v ý z k u m e m lze kromě testů chemorezistence nádorů in vitro vyme­
zit předevš ím testy karcinogeneze a mutageneze r ů z n ý c h che­
m i c k ý c h látek, je j ichž hodnocení kvalitativně zcela korespondu­
je s analýzami růstových testů a testů toxici ty (19). V oblasti testů 
chemorezistence b y l y základy typologie kř ivek dávka - odpověď 
položeny v pracích Skipper a k o l . (20) a Bruce a k o l . (4). Shrnu­
tí navržených klasif ikací přinášejí G o l d i e a C o l d m a n (8). 
Z á k l a d n í m c í l e m této práce je kr i t icky shrnout současné možnos­
ti analýzy a parametrizace kř ivek dávka - odpověď s ohledem na 
možné aplikace v testech chemorezistence nádorů. Na základě 
analýz kal ibračního souboru 46 buněčných nádorových l i n i í tes­
tovaných na účinek 28 cytostatik ( M T T ) j sou dokumentovány 
modelové typy závislostí a je doporučen jednotný analyt ický 
postup vedoucí ke k l i n i c k y relevantní parametrizaci testů. 

Možnosti parametrizace křivek dávka - odpověď pomocí 
regresních modelů 
Experimentální posouzení závis lost i m e z i dávkou látky (látek) 
a odpovědí b iologického systému je v současnosti rutinní součástí 
t o x i k o l o g i c k ý c h hodnocení. P r o standardní testy tox ic i ty b y l o 
možné vypracovat jednoznačné postupy analýzy dat vedoucí 
k parametrickým a statisticky verif íkovatelným výstupům. Zásad­
n í m i přístupy k hodnocení je prosté srovnání v l i v u jednot l ivých 
koncentrací působící látky s kontrolou nebo komplexní modelo­
vé analýzy k ř i v k y dávka - odpověď. Je l ikož typický experiment 
zahrnuje kontrolu a určitý počet testovaných koncentrací v něko­
l i k a opakováních, mohou být pro aktuální data téměř vždy vyu­
žity oba postupy. 
Jako standardní a všeobecně přijatý výstup z modelových analýz 
by la navržena hodnota EC ("effective concentration") - koncent­
race látky vyjadřující relativní míru účinku vzhledem ke kontrole. 
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Ekvivalenty k efektivní koncentraci jsou ED - efektivní dávka, 
LC - letální koncentrace, L D X - letální dávka. Pro závislosti vyka­
zující různý stupeň rezistence biologického systému vůči nízkým 
až středním koncentracím byly zavedeny různé odhady prahové 
koncentrace látky, mezi které patří i v ekotoxikologii nejčastěji uží­
vaný odhad N O E C (,,No Observable Effect Concentration"). 
Vývoj parametrizace křivek dávka - odpověď v environmentální 
legislativě a výzkumu nebyl přímočarý a v současnosti stále před­
stavuje vážné téma statistických prací a návrhů normativ (17). Pro 
celý proces je charakteristický odklon od statistických indikáto­
rů významnosti bez jasné biologické interpretace, tedy například 
od testů srovnávajících účinek jednotlivých koncentrací látky mezi 
sebou. Je akcentována nutnost respektovat tvar závislosti dávka -
odpověď, která často odráží mechanismus účinku testované látky 
(11,12,16). V legislativě týkající se nebezpečnosti chemických 
látek se prosadil systém komplexního testování funkčních závis­

lostí s následným hodnocením parametrů typu EC . Hlavní výho­
dy tohoto standardu - tedy podchycení typů křivek a validovatel-
ný odhad jasně interpretevatelných parametrů - jsou zobecnitel-
né pro jakoukoli vědní disciplínu. 
Hodnoty E C X lze odhadnout na základě vhodně volených regres­
ních modelů vyhovujících typu analyzované funkce. Normativní 
doporučení publikované radou expertů O E C D pro oblast testů 
toxicity chemických látek (17) a dále shrnuté v práci Welpa (22) 
je zobrazeno na Obrázku 1. Doporučené modely jsou využitelné 
pro nejběžněji se vyskytující typy závislostí: sigmoidní křivku 
(Obr. 1a), sigmoidní až hyperbolickou závislost spojenou s odha­
dem prahové koncentrace (Obr. lb) a tzv. Hormesis model jako 
model vystihující pozitivní stimulaci biologického systému níz­
kými koncentracemi testované látky (Obr. lc). 

Aplikaci regresních modelů komplikuje heterogenita typů kři­
vek dávka - odpověď 
Výše uvedená standardní doporučení a typy regresních modelů 
jsou plně zobecnitelné pouze pro rutinizované laboratorní testy 
s biologickým materiálem v reprodukovatelné kvalitě. Při hod­
nocení neznámého problému (nové látky, směsi látek, testy in 
vivo) by měl být preferován postup dovolující spíše flexibilní vol­
bu analytické metody. V mnoha přírodovědných oborech včetně 
experimentální onkologie tedy dochází k pokusům o interpreto-
vatelnou klasifikaci možných typů odpovědí biologických systé­
mů, což zpětně ovlivňuje vývoj analýzy dat (např. 1,8,2). Příklad 
schematického popisu a obecné klasifikace křivek dávka - odpo­
věď, aplikovatelný i na testy chemorezistence nádorů, je uveden 
v Tabulce 1. 
Rozmanitost křivek dávka-odpověď značně komplikuje standar­
dizaci konečného počtu regresních modelů. Komplikované tvary 
reálných závislostí vedou často ke kompromisním úpravám jako 
jsou transformace původních dat, zavádění nových parametrů do 
regresních rovnic nebo matematické modifikace běžných regres­
ních postupů (např. 18). Získané výstupy pak nejsou vzájemně 
srovnatelné a postrádají biologickou interpretaci. U netypických 
nebo komplikovaných závislostí je dále značně problematická 
znalost konvenčních regresních koeficientů (Obr. 1) zatížených 
variabilitou odhadu v důsledku kompromisního proložení mode­
lu do experimentálních dat. Přesnost a spolehlivost iteračních 
metod nelineární regrese může být dále limitována omezeným 
počtem testovaných koncentrací. 

Jednotná parametrizace křivek dávka - odpověď pomocí rov­
nice mediánového účinku 
Rovnice mediánového účinku a s ní související diagnostické tech­
niky představují jednoduchou alternativu nelineárních regresních 
modelů (14). Rovnice vyjadřuje funkční vztah podílu (frakce) 
zasažených (F z ) a nezasažených (FN) částí biologického systému 
ke koncentracím aplikované látky (C) normalizovaných hodno­
tou E C 5 0 : 

F Z /F N = (C/EC 5 0)m [Rovnice 1] 
Koeficient m je předmětem odhadu ("koeficient Hillova typu"; 
15) a vyjadřuje stupeň sigmoidity analyzované křivky. Hodnoty 
m = 1 indikují hyperbolický tvar, hodnoty m > 1 vyjadřují ros­
toucí sigmoiditu a hodnoty m < 1 jsou v literatuře citovány spíše 
vzácně, například jako indikace negativních vazeb mezi látkou 
a receptory alosterických systémů. 
Rovnice 1 slouží po logaritmické transformaci jako efektivní 
nástroj odhadu hodnot E C 5 0 (včetně S.E.) jednoduchou rovnicí 
regresní přímky: 

log (FZ/FN) = m.log(C ) - m.log(EC50) [Rovnice 2] 
Při F z = FN = 0,5 získáme odhad E C 5 0 jako 

m.[log(C)]/m = log(EC50) [Rovnice 3] 
Jelikož je definičně dáno Fz + FN = 1, pak lze rovnici 1 převést do 
následujících tvarů, 

Fz = 1/[1 + (EC5 0/C)]m [Rovnice 4] 
C = E C 5 0 [F z / (1 - FZ)]1/m [Rovnice 5] 

které mohou být užitečné pro dílčí modelové odhady z křivky dáv­
ka - odpověď. Především rovnice [5] je účinným nástrojem pro 
odhad jakýchkoli hodnot E C X na základě znalosti E C 5 0 a expo­
nentu m. 
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K o n e č n ý tvar s igmoidní k ř i v k y je nutno vnímat j ako výsledek 
interakce mechanismu účinku cytostatika a stupně (případně typu) 
rezistence testovaného nádorového materiálu. Tato interakce se 
projevuje sníženou účinností n í z k ý c h až středních koncentrací 
(tzv. „shoulder of the curve") nebo urč i tým podí lem buněk rezi­
stentních i v ů č i nejvyšší aplikované koncentraci látky. T y p m o d i ­
fikace k ř i v k y lze pouze částečně spojovat s konkrétním mecha­
n i s m e m ú č i n k u látky, do značné m í r y jej také ovl ivňuje 
heterogenita nádorového materiálu (výskyt frakcí různě rez i­
stentních buněk) nebo př ímo původ a genetická konstituce nádo­
rové l inie . Zásadní v l i v stupně rezistence nádorového materiálu 
na modifikace funkční závislosti dávka - odpověď publ ikoval i také 
G o l d i e a L i n g (7). Různé typy modif ikací j sou pro 5 modelových 
l in i í dokumentovány na obrázku 3. 
Př ík ladem silné rezistence většiny modelových l in i í v ů č i n í z k ý m 
až středním dávkám cytostatika může být účinek Prednisonu nebo 
obecně kort ikoidů (obdobně působí u většiny l in i í také M i t o x a n -
tron), který vede až k závislosti typu Hormesis model (Obr. 3b). 
Obdobně " jednotný" rys má reakce většiny l in i í na A c t i n o m y c i n 
D, kde je však na r o z d í l od Prednisonu patrná vysoká ci t l ivost i 
odrážející se v hyperbol ickém tvaru závislosti. Reakce na C y t o -
sinarabinosid (reprezentativní obraz ú č i n k u antimetabolitů) je 
j i s t ý m průměrem obou dosud popsaných typů a k významnému 
rozlišení l in i í je nezbytná znalost podí lu buněk s absolutní resi-
stencí vůč i nejvyšší aplikované koncentraci. Poslední dokumen­
tovaný typ - účinek V i n k r i s t i n u - nejvíce r o z l i š i l testované l inie, 
a to jak v n ízkých, tak i vysokých koncentracích. V y s o k á hetero­
genita odpovědí je typická i pro ostatní testované látky ze skupi­
ny antimitotik a indikuje významný v l i v vlastností nebo aktuál­
ního stavu proliferace buněk v nádorovém materiálu. 
U r č i t á tendence k tzv. Hormesis modelu - tedy stimulace systé­
mu v n í z k ý c h koncentracích látky je zřetelná u celé řady cytosta­
tik, avšak nejčastěji se vyskytuje u cytostatik úč inných až ve vyš­
ších koncentracích (kortikoidy, Mitoxantron, kysel ina betulinová 
a kysel ina beta keto betulinová) (Obr. 2). Statistická významnost 
těchto závislostí umožňuje je j ich analýzu regresním modelem pro 
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získání prahové koncentrace látek (Obr l c ) . A č k o l i míra projevu 
stimulace v n í z k ý c h dávkách je u jmenovaných cytostatik částeč­
ně ovl ivněna designem testů (především počtem koncentrací tes­
tovaných pod prahovou úrovní látky), samotná přítomnost toho­
to typu závis lost i může být v ý z n a m n ý m projevem určitého 
mechanismu ú č i n k u (6). 
V ý s k y t kř ivek s v ícenásobným průběhem je typický pro účinek 
karboplatiny, cis-platiny a 5-fluorouracilu (Obr. 2). Tento jev lze 

Tabulka 3. Minimální doporučená sada parametrů a jejich příspěvek 
k rozlišení modelových typů křivek dávka-odpověď 

% buněk přeží-
Analýza rovnicí vajících nejvyšší 

Látka Linie mediánového účinku' koncentraci 
— — — cytostatika 

m EC50 E C 1 0 (2000µgrml-1) 

Vinkristin A 549 0,371 1,400 3,8.10-3 24,8 
SK M E L 1 0,914 - 5,9.10-3 62,9 
SK ES 0,268 0,017 4,7.10-6 19,2 
C E M 0,791 0,012 7.4.10-4 4,1 
RAMOS 1,945 0,005 1,6.10-3 13,5 

Cytosin A 549 0,553 9,030 1/7.10-1 20,5 
arabinosid SK M E L 1 - - 7,1.10-1 56,8 

SK ES 0,515 5,690 7,9.10-2 19,8 
C E M 0,661 0,553 1.9.10-2 3,2 
R A M O S 0,477 2,512 2,5.10-2 37,7 

Actinomycin-D A 549 0,659 0,224 7,9.10-3 4,7 
SK M E L 0,952 1,250 1,2.10-1 12,8 
SK ES 0,374 0,106 2,9.10-4 1,2 
C E M 0,269 1,4.10-4 - 2,1 
R A M O S 0,216 0,028 1,1.10-6 10,6 

1 Parametr m představuje odhad sklonu diagnostických přímek získaný na 
základě rovnice [2]. 
Odhady hodnot E C x byly realizovány pomocí rovnic [3] a [5] a jsou uve­
deny v µg.ml - 1. 



u některých cytostatik přiřadit nástupu odlišného mechanismu dokumentuje výstupy diagnostických diagramů, které vedou k pří-
účinku ve vyšších koncentracích látky. Například deriváty plati- mému odhadu koeficientu m (rovnice [2]) metodou lineární regre-
ny mají ve vyšších koncentracích účinek D N A alkylační, zatím- se. Linearitu diagnostických grafu lze považovat za důkaz platnosti 
co v nízkých koncentracích významně inhibují telomerázovou rovnice pro analyzované typy křivek (15). U problematických sig-
aktivitu (5). Podobně je tomu i v případě 5-fluorouracilu, kde tato moidních odpovědí různě rezistentních linií lze linearity dosáhnout 
látka je na straně jedné známým inhibitorem thymidylátsyntetá- vypuštěním té části křivky, kde cytostatikum ještě nepůsobí 
zy a na straně druhé vykazuje podobně jako deriváty platiny inhi- "shoulder" - nízké koncentrace) nebo kde j iž dále neovlivňuje 
biční aktvitu na enzymový komplex telomerázy (10). V dalších neodpovídající nebo rezistentní buňky (vysoké koncentrace). Křiv-
studiích se pokusíme prokázat, zda se jedná o náhodnou koinci- ky typu Hormesis model lze analyzovat vypuštěním oblasti sti-
denci dvou faktorů, nebo o kauzální vztah. Vícenásobný průběh mulace v nízkých koncentracích cytostatika a křivky s vícenásob-
křivek vázaný na určitou látku odlišuje testy chemorezistence ným průběhem oddělenou analýzou jednotlivých částí. 
nádorů od klasické toxikologie, kde je takový tvar křivek spíše Metoda vedla velmi efektivně k odhadu hodnot E C 5 0 (rovnice [3]) 
vzácný (21,19). Obdobný typ křivek bývá popisován spíše v epi- a jakýchkoli hodnot E C x (rovnice [5]), pokud jich ve svém účin-
demiologických studiích jako náhlá změna závislosti mezi chro- ku daná látka dosahovala. Vyšší sklon přímek v diagnostických 
nickou expozicí dávce a rizikem nemoci v okamžiku, kdy se dáv- grafech indikuje vyšší stupeň sigmoidity (Obr. 4a, c), paralelní 
ka dostane k neznámé prahové hodnotě někdy nazývané průběh přímek je důkazem kvalitativně stejného typu závislosti 
„change-point" - bod zlomu. odstupňovaného pouze stupněm rezistence (Obr. 4b). Analýza 
Ačkoli křivky se sigmoidním průběhem v souboru jednoznačně pře- opět potvrdila, že heterogenita tvarů křivek dávka - odpověď u tes-
važují, v klasické podobě (hodnotitelné standardním regresním tů chemorezistence není dána pouze mechanismem účinku půso-
modelem -17; Obr. la) se vyskytují pouze u některých mitotických bicích látek, ale také mírou a typem rezistence nádorových buněk 
jedů nebo antímetabolitů. U silně rezistentních linií (např. melanom (srov. Obr. 3,4). Z tohoto důvodu není možné klinicky relevant-
SK M E L ) dochází k modifikacím sigmoidy do podoby nehodnotí- ní parametrizaci založit pouze na odhadovaných hodnotách E C 5 0 
telné běžnou regresí. Rovněž analýza křivek typu Hormesis mode- nebo na libovolném výběru většího množství hodnot ECx. M i n i -
lovou regresí (Obr. lc) je závislá na charakteru konkrétní závislos- mální sada parametrů (realizovatelná i v případě testování 6 - 8 
ti a je otázkou zda výstup z modelové rovnice poskytne klinicky koncentrací) musí zahrnovat odhad E C 5 0 dále údaj o prahové kon-
relevantní parametry. Vícenásobné křivky dávka - odpověď nejsou centraci látky, který může být nahrazen vhodným odhadem E C x 
běžnými regresními postupy analyzovatelné a jejich modelová ana- (na zde prezentovaných datech byl jako optimum zvolen parametr 
lýza (např. dvousegmentovou logistickou regresí -18) neposkytne EC 1 0 ) , a dále odhad podílu buněk přežívajících i nejvyšší apliko-
klinicky j asně interprete vatelné parametry. vanou koncentraci dané látky. 

Tabulka 3 sumarizuje minimální parametrický záznam pro mode-
Modelová analýza křivek MTT pomocí rovnice mediánového love typy cytostatik a buněčné linie s výsledkem potvrzujícím 
účinku závěry primárních analýz (srov. Obr. 3). Jednotlivé skupiny cyto-
Rovnice mediánového účinku představuje velmi efektivní meto- statik jsou ve svém účinku různě ovlivňovány vlastnostmi a gene-
du jednotné analýzy všech pozorovaných typů křivek. Obrázek 4 tickou konstitucí testovaných linií a žádný z navržených parametrů 
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není schopen samostatně popsat všechny existující závislosti. Úči­
nek mitotických jedů (zastoupeny Vinkristinem) nejvíce závisí na 
vlastnostech nebo aktuálním stavu buněk testované linie. Kon­
krétně Vinkristin jako látka působící primárně na formování mito-
tického aparátu může selektovat buňky, které nejsou aktuálně ve 
stavu mitózy (8). Tento jev se v analýzách projevuje výrazným 
rozlišením vzorků hodnotami E C | 0 i účinností nejvyšších kon­
centrací, samozřejmě s logickým dopadem na hodnoty E C 5 0 . 
Reakce vybraných linií na Cytosinarabinosid a Actinomycin D je 
kvalitativně podobná s různě intenzivním rozlišením v oblasti níz­
kých nebo vysokých koncentrací (Obr. 3, Tab. 3). 

Závěr - výhody a specifika techniky mediánového účinku 
Modelová analýza širokého spektra typů křivek umožňuje kon­
statovat, že rovnice mediánového účinkuje plně použitelnou tech­
nikou pro rutinní parametrizaci všech typů křivek dávka - odpo­
věď vyskytujících se v testech chemorezistence nádorů. 
Jednoznačně hlavní výhodou doporučené techniky je přímočarý 
odhad vybraných hodnot E C x založený pouze na realizaci rovni­
ce regresní přímky a umožňující zpětnou grafickou kontrolu. 
Dalším nesporným argumentem ve prospěch techniky mediáno­
vého účinku je nezávislost hodnocení konkrétních dat na mecha­
nismu účinku testovaných látek - zaměření analýzy pouze na cílo­
vou část křivky splňuje požadavky na jednoduchost analýzy. Toto 
hodnocení lze ovšem kdykoli doplnit regresním modelem vyho­
vujícím existujícímu vztahu. Rovnice mediánového účinkuje vyu­
žitelná i pro křivky s menším množstvím testovaných koncentra­
cí, kde je exaktní proložení regresních závislostí problematické -
tedy pro rutinní hodnocení testů reálných nádorových vzorků, čas­
to limitovaných množstvím biologického materiálu. 
Jednoduchost diagnostických grafu vykreslujících přímkovou 
závislost log (FZ/FN) na logaritmu koncentrací lze využít pro kom­
parativní hodnocení většího množství křivek. Rostoucí hodnota 
sklonu přímek (parametr m) určuje stupeň sigmoidity závislosti 
a slouží k přímému odhadu plného spektra hodnot E C x (jsou - li 
danou látkou dosaženy). Zvláštností dat z testů chemorezistence 
ve srovnám s literaturou (14,15) je častý výskyt hodnot m < 1, kte­
rý lze vysvětlit heterogenitou testovaného nádorového materiálu. 
Sigmoidní nebo hyperbolické průběhy většiny křivek analyzova­
ných pro tuto studii náhle v určité koncentraci cytostatika konči 
a vymezují tak pouze reakci té části buněčné populace, která je na 
látku aktuálně citlivá (i méně než 60 - 50 % buněk, Tab. 3). Ana­
lýza relativně malého úseku osy Y (podíl přežívajících buněk) tak 
objektivně nedává dostatečný prostor pro hodnotu sklonu m vyš­
ší než 1. Kdekoli je škála účinku testované látky dostatečně širo­
ká, hodnoty m se blíží 1 nebo tuto hranici významně převyšují 
a indikují tak hyperbolickou až sigmoidní závislost (např. linie 
R A M O S pod vlivem Vinkristinu, Obr. 3, Tab. 3). Prokazatelná 
heterogenita rezistence buněk v testovaných vzorcích byla hlav­
ním důvodem k zařazení odhadů E C J 0 a podílu buněk přežívají­
cích nejvyšší koncentraci látky do minimální parametrické sady. 
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SOFTWARE CHEMOREZIST (VERZE 1.0) - KOMPLEXNÍ NÁSTROJ PRO ANALÝZU DAT 
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Souhrn: Práce představuje koncepci a základní strukturu programu Chemoresist (verze 1.0) vyvinutého pro rutinní i vědeckou analý­
zu dat z testů lékové rezistence nádorů. Základní motivací pro tvorbu softwaru „na míru" v této oblasti je potřeba automatizace práce 
s daty a standardizace parametrických výstupů pro další rozhodovací proces. 
Klíčová slova: chemorezistence nádorů, křivky dávka - odpověď, analytický 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 

ílvod zovou archivací dalších charakteristik vzorku zajistí vzájemnou 
Program Chemorezist byl vytvořen na základě praktických zku- srovnatelnost různých pokusů a umožní zpětnou dostupnost 
šeností s testy chemorezistence nádorových buněčných Unií i reál- výsledků pro korelační analýzy s klinickými nebo jinými daty. 
ných vzorků nádorů jako databázově orientovaný nástroj zajišťu­
jící analytické postupy, grafické výstupy a archivaci dat. Ve verzi Základní struktura programu 
1.0 jsou k dispozici modulárně uspořádané funkce v rozsahu umož- Software je orientován jednak na analýzu buněčných linií v růz-
ňujícím plnohodnotné zapojení software do procesu rutinního tes- ných pokusných uspořádáních (flexibilní, výzkumná část) a jed-
tování velkého množství vzorků. Rozmanitost odpovědí nádorů nak na hodnocení reálných vzorků nádorové tkáně od pacientů 
na vliv různých cytostatik a nezanedbatelná variabilita výstupů (více standardizovaná část). Datové vstupy i editační modul je při-
při testování reálných nádorových vzorků činí z analýzy dat kri- způsoben testování vzorků na definovaných panelech s cytostati-
tický prvek celého systému testování, jehož chybovost může zne- ky. Na každém panelu je možné testovat 96 vzorků v 8 řadách, 12 
hodnotit celé předchozí úsilí. Základní motivací pro tvorbu soft- sloupcích. Panel je rozdělen na „blank" oblasti, „control" oblasti 
ware "na míru" je tedy automatizace práce s daty a standardizace obsahující vodu s buňkami a „data" oblasti, kde jsou k testova-
parametrických výstupů. Tyto funkce spojené s on-line databá- ným buňkám přidávány různě vysoké koncentrace cytostatik. 

Ukázky některých funkcí programu: Tlačítkem A d d je možné přidat Přidáni č i výběr linie/pacienta. 
nové pokusy, přes Select Existující záznamy je možné 

Základní pole pro vstup dat a management 
panelů vybírat již existující. vyhledávat na základě ID, 

jména nebo příjmení. 







STŘEDNÍ HODNOTY CITLIVOSTI NA JEDNOTLIVÁ CYTOSTATIKA U NÁDORŮ 
RŮZNÉHO HISTOGENETICKÉHO PŮVODU 
MEAN VALUES OF IN VITRO CHEMOSENSITIVITIES IN TUMORS OF D I F F E R E N T 
HISTOGENETIC ORIGIN TO INDIVIDUAL ANTI-CANCER DRUGS 
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1 L A B O R A T O Ř E X P E R I M E N T Á L N Í M E D I C Í N Y PŘI D Ě T S K É K L I N I C E L F U P A F N O L O M O U C 

2 M A S A R Y K Ů V O N K O L O G I C K Ý Ú S T A V A U N I V E R Z I T N Í O N K O L O G I C K É C E N T R U M V B R N Ě 
3 K L I N I K Y L F U P A F N O L O M O U C 
4 Ú S T A V F Y Z I O L O G I E L F U P O L O M O U C 
5 N E U R O C H I R U R G I C K Á K L I N I K A L F U P A F N O L O M O U C 
•Korespondující autor: Laboratoř experimentální medicíny při Dětské klinice LF UP a FN Olomouc, Puškinova 6,775 20 Olomouc. 
E-mail: hajducnm@atlas.cz 

Souhrn: Předmětem studia bylo testování rezistence nádorových buněk na cytostatika v in vitro podmínkách cytotoxickým M T T tes­
tem. Studovaný soubor obsahoval 745 solidních tumorů. Úspěšnost provedení testu byla v největší míře ovlivněna počtem vitálních 
nádorových buněk, které se podaří získat z dodaného materiálu, méně pak jeho případnou bakteriální kontaminací. Vyšetření bylo pro­
veditelné u 75.65 % pacientů s diagnózou karcinomu prsu, u 92.41 % nemocných s nádorem plic, 77.90 % pacientů s karcinomem jíc­
nu a žaludku, u 79.66% nemocných s kolorektálním karcinomem, v 76.62% maligních nádorů mozku, 78.30 % pacientů se sarkomem 
a 81.66 % ovariálnlch nádorů. U zmíněných diagnóz s dostatečným množstvím pacientských vzorků vyšetřených na jednotlivá cyto­
statika (> 10 vyšetřených nádorů) byly tyto hodnoty podrobněji analyzovány. Účinnost testovaných léků v in vitro podmínkách pro jed­
notlivé nádory byla vyhodnocena pomocí TCS 5 0 ( tumor cell survival 50 %) mediánu. Pacienti s T C S 5 0 nad mediánem jsou považová­
ni za rezistentní, pokud je individuální hodnota T C S 5 0 pod mediánem citlivosti pro danou diagnózu, jsou hodnoceni jako senzitivní. 
Naše předběžná data naznačují rozdílnost profilu lékové citlivosti pacientů s různými nádorovými onemocněními a nepřímo potvrzu­
jí rozdílnou mini in vivo odpovědí těchto léků použitých v monoterapii. 
Kl íčová slova: MTT-test, chemosensitivita, chemorezistence, mnohočetná léková rezistence, solidní nádory 

Summary: We have analyzed in vitro drug resistance in 745 solid tumors by means of cytotoxic MTT-assay. The successful 
performance of the 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 
T C S 5 0 values (50% tumor cell survival). The patients with T C S 5 0 above median are drug resistant, while those with T C S 5 0 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. 
K e y words: MTT-assay, chemosensitivity, chemoresistance, multidrug resistance, solid tumors 

Ú V O D 
V ý b ě r nejúčinnějších cytostatik pro indiv idual izovanou chemo­
terapii na základě predikt ivních in vitro testů se stává na specia­
l i zovaných pracovišt ích součástí k l i n i c k é praxe. M e z i často pou­
žívané testy patří pro svoji jednoduchost, přesnost, 
reprodukovatelnost a cenovou přijatelnost j i ž řadu let M T T (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenil tetrazolium bromid) test 
(1). M o s m a n n b y l první k d o popsal poloautomatický kolor ime­
trický test na vyhodnocení mitochondriální dehydrogenázové akti­
vity v ž i v ý c h buňkách (2). M T T test je také široce používán k tes­
tování n o v ý c h protinádorových léčiv na pr imárních nádorových 
buňkách i na stabi l izovaných buněčných l i n i í c h . B o h u ž e l dodnes 
není M T T test široce rozšířen v k l i n i c k é praxi pro některé nevý­
hody této metody a pro nedostatek hodnotných k l i n i c k ý c h dat. Na 
druhé straně řada studií prokazuje dobrou korelaci m e z i in vitro 
chemosenzitivitou a k l i n i c k o u odpovědí nemocného na léčbu in 
v ivo . C í l e m předkládaného sdělení je v krátkosti ukázat někol i­
kaleté výsledky produkované naší laboratoří, které n á m dnes j i ž 
umožňují odhadnout cit l ivost nemocného s danou diagnózou na 
základě srovnání jeho individuální hodnoty s mediánem cit l ivos­
ti pro danou diagnózu. 

M A T E R I Á L A M E T O D I K A 
Soubor pacientů 
Tis íc sedm set pacientských vzorků z různých částí České republi­
ky bylo dovezeno a testováno v naší laboratoři. Kostní dřeň, peri­
ferní krev nebo nádorové tkáně byly přivezeny v transportním médiu 
během osmi hodin po biopsií. Všechny vzorky by ly testovány jako 
čerstvé nádory. Histopatologické diagnózy b y l y stanoveny podle 
standardních postupů založených na cytomorfologii, histochemii, 
imunohistochemii, imunofenotypizaci a cytogenetice. 

M T T test 
K analýze in vitro senzitivity nádorových buněk na cytostatika b y l 
použit f f ídenní M T T test. Suspenze vi tá lních nádorových buněk 
by la získána z dodaných vzorků použ i t ím enzymatického trávení 
a gradientovou centrifugací na hustotním gradientu F i c o l l - M e t a - . 
trizoát (1,077 g/ml; Pharmacia, Švédsko). B u ň k y b y l y dvakrát pro-
mývány v R P M I 1640 [2 mM glutamin, bikarbonát sodný, penici-
l i n (100 U / m l ) a streptomycin (100 µg/ml)] (S igma, U S A ) . Po 
druhém promytí b y l a buněčná peleta suspendována v ku l t ivačním 
médiu [ R P M I 1640 s 2 mM glutaminem bikarbonátem sodným, 
penic i l inem (100 U/ml) , a streptomycinem (100 µg/ml) (Sigma, 
U S A ) , 15% fetální hovězí sérum ( B i o c o m , C R ) , 5 µg/ml inzul ínu 
a 5 µg/ml transferinu] v konečné koncentraci 1-2x106/ml. 80 ml 
buněčné suspenze bylo kapáno do 96-jamkových panelů obsahu­
j í c í c h 20 µ1 vhodně naředěného cytostatika. Nádorové buňky b y l y 
vystaveny působení každého léč iva ve dvou opakováních a v šes­
t i různých koncentracích po dobu tří dnů př i 37 °C, 5% C 0 2 . K o n ­
trolní nádorové buňky b y l y kult ivovány bez použití cytostatik. Na 
závěr kultivace b y l o ke každé jamce přidáno 10 µl M T T (5 mg/ml) 
a inkubováno dalš ích šest hodin. Ž l u t á tetrazóliová sůl b y l a redu­
kována na modrý formazan pouze ž i v ý m i buňkami. Formazanové 
krystaly b y l y rozpuštěny pomocí 100 µl 10% vodního roztoku do 
laurylsulfátu sodného ( p H = 5.5) přes noc př i 37 °C. O p t i c k á den-
zita ( O D ) b y l a měřena p ř i 540 n m pomocí přístroje Labsys tem 
i E M S Reader M F ( U K ) . Přežívání nádorových buněk (tumor c e l l 
survival, T C S ) by lo vypočítáno pomocí následujícího vzorce: 

T C S = (absorbance v j amkách s cytostatiky/absorbance 
v kontrolních jamkách) x100 

T C S ™ hodnota je koncentrace cytostatik letální pro 5 0 % nádoro­
v ý c h buněk a b y l a vypočítána ze z í skaných kř ivek dávkové závis-
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Tabulka 1 

Typ 
nádoru 

Počet 
pacientů 

Spektrum léků testovaných 

Ca. plic 

178 

Karboplatina 

Paklitaxel 

Vinorelbin 

Cisplatina 

Gemcitabin 

Vepesid 

Docetaxel 

Doxorubicin 

Daunorubicin 

Topotekan 

Aktinomycin 

Vinkristin 

Ca. prsu 

91 

Daunorubicin 

Vinkristin 

Cisplatina 

Paklitaxel 

5-fluorouracil 

Karboplatina 

Docetaxel 

Vinorelbin 

Bleomycin 

Gemcitabin 

Topotekan 

Aktinomycin 

a různých maligních onemocněních v pořadí důležitosti 

Ca. ovaria 

60 

Cisplatina 

Paklitaxel 

Karboplatina 

Doxorubicin 

Gemcitabin 

Topotekan 

Vepesid 

Vinorelbin 

Vinkristin 

Daunorubicin 

Mitoxantron 

Aktinomycin 

Ca. kolorekta 

65 

5-fluorouracil 

Oxaliplatina 

Gemcitabin 

Topotekan 

Cisplatina 

Karboplatina 

Mitomycin C 

Daunorubicin 

Bleomycin 

Paklitaxel 

Vepesid 

Dakarbazin 

Lymfomy 

81 

Vinkristin 

Prednisolon 

Daunorubicin 

Vepesid 

Asparagináza 

Bleomycin 

Kladribin 

Dexamethason 

Cytosinarabinosid 

6-thioguanin 

Mitoxantron 

Flutarabin 

Maligní 
nádory 
mozku 

45 

BCNU 

Vinkristin 

Prokarbazin 

Vepesid 

Cisplatina 

Paklitaxel 

Gemcitabin 

Karboplatina 

Dakarbazin 

Daunorubicin 

Aktinomycin 

6-thioguanin 

C a . jícnu 
a žaludku 

50 

5-fluorouracil 

Mitomycin C 

Cisplatina 

Daunorubicin 

Bleomycin 

Karboplatina 

Oxaliplatina 

Topotekan 

Gemcitabin 

Paklitaxel 

Vepesid 

Dakarbazin 

Sarkomy 

69 

Cisplatina 

Daunorubicin 

Vinkristin 

Vepesid 

Aktinomycin 

Paklitaxel 

Topotekan 

Dakarbazin 

Gemcitabin 

Karboplatina 

Docetaxel 

5-fluorouracil 

Ostatní* 

278 

** 
** 
#* 
** 
** 
** 
** 
** 
** 
** 
** 
** 

* - nádory pankreatu, Grawitzův tumor, neuroblastomy, zhoubné melanomy, jaterní nádory, nádory prostaty, Ewingův sarkom, atd. 
** - Cytostatika jsou v různém pořadí jejich použití pro každý nádor a pacienta 

Tabulka 2: Profil lékové citlivosti v in vitro podmínkách pro různé maligní nádory podle mediánů T C S 5 0 [mg/ml] (počet testovaných vzorků 
je uveden v závorkách) 

5-fluorouracil 

Cisplatina 

Karboplatina 

Aktinomycin D 

Vinkristin 

Vepesid 

Paklitaxel 

Docetaxel 

Bleomycin 

Doxorubicin 

6-thioguanin 

Daunorubicin 

Dakarbazin 

Gemcitabin 

Mitomycin 

Vinorelbin 

Topotekan 

Zhoubné nádory 
mozku 

222 (9) 

8.92 (33) 
24.60(24) 
0.115(24) 

50.00 (34) 
50.00(34) 

13.22(29) 

N D 

N D 
N D 

11.60(15) 

2.00 (24) 

234.80 (20) 

300.00 (25) 

N D 

N D 

0.47 (17) 

C a . j ícnu 
a žaludku 

100.00 (22) 

9.97 (21) 

7.71(11) 

N D 

N D 

50.00(11) 

15.29 (15) 
N D 

9.47(11) 
N D 

N D 

1.79(17) 

185.20(10) 

300.00(10) 

3.31 (21) 
N D 

25.41 (10) 

C a . kolorekta 

193.60 (43) 

8.70 (36) 

14.99 (29) 
0.07(11) 

N D 

50.00(18) 

18.60(22) 

N D 

50.00 (15) 

N D 

N D 

1.44(28) 

226.70(16) 

118.40(32) 

10.00(29) 

N D 

2.36(31) 

C a . plic 

100.00 (12) 

9.58 (123) 
18.28 (81) 

0.04 (79) 

2.66 (94) 

50.00 (103) 

15.22(131) 

21.96 (66) 

46.93 (14) 

2.00 (73) 
N D 

1.14(104) 

260.30(14) 

129.70(43) 

3.47 (57) 

8.37 (86) 

0.96 (74) 

C a . prsu 

250.00(37) 

9.86 (47) 
17.64 (23) 

0.085 (20) 

46.39 (40) 
N D 

12.18 (45) 

13.93(21) 

50.00(19) 

2.00(15) 

11.60(15) 
1.10(49) 

192.80(10) 

91.53(14) 

N D 

50.00 (14) 

0.93 (15) 

Sarkomy 

80.30(18) 
10.13(55) 

21.61(21) 

0.27 (24) 

50.00 (39) 
49.14(36) 

11.58(37) 

N D 

N D 
2.00(15) 

N D 
1.27(44) 

236.30 (25) 
113.70(14) 

2.47 (57) 

N D 
1.62(14) 

C a . ovaria 

N D 

8.32 (53) 

5.20 (36) 
N D 

50.00(40) 

50.00 (40) 

13.82 (43) 

N D 

N D 

N D 

N D 

1.06(42) 

N D 

N D 

N D 

N D 

N D 

ND - zatím nestanoveno s ohledem na malý počet vyšetřených vzorků 

losti. Skupinová statistika naměřených dat byla provedena v pro­
gramu Prisma, verze 2.0. 

VÝSLEDKY 
Celkem jsme analyzovali in vitro lékovou rezistenci u 745 solid­
ních tumorů pomocí cytotoxického M T T testu na rozdílná proti­
nádorové léčiva. Ve spolupráci s klinickými pracovišti bylo vypra­
cováno pořadí důležitosti vyšetřování cytostatik pro jednotlivé 
diagnózy, které respektují složení rutinních protokolů, lokální zvy­
klosti a také limitní možnosti testů chemosensitivity, kde některá 
léčiva (např. cyklofosfamid, methotrexát, interferon alfa) nelze in 
vitro vyšetřit (tabulka 1). Dle pořadí v této tabulce jsou u jednot­
livých diagnóz přednostně nasazována cytostatika v závislosti na 
množství dodaného klinického materiálu. 
Úspěšnost provedení testů lékové rezistence hlavně závisela na 

vitalitě izolovaných nádorových buněk a jejich případné bakteri­
ální kontaminaci. Test byl úspěšně proveden u 75.65% pacientů 
s diagnózou karcinomu prsu, u 92.41% nemocných s nádorem 
plic, 77.90% pacientů s karcinomem jícnu a žaludku, u 79.66% 
nemocných s kolorektálním karcinomem, v 76.62% maligních 
nádorů mozku, 78.30% pacientů se sarkomem a 81.66% nádorů 
ovarií. Část nádorů spontánně odumřela in vitro po nasazení do 
testu i v kontrolních jamkách bez použití cytostatika a tato sku­
tečnost je sama o sobe považována za dobrý prognostický znak. 
Střední citlivosti jednotlivých nádorů a jejich mediány jsou zobra­
zeny v tabulce 2 a na obrázku 1 a 2. 

DISKUSE 
Z výsledků uvedených v tabulce 2, na obrázku 1 a 2 je zřejmá řada 
zajímavých informací. Vidíme například, že cytostatika exporto-
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váná P-glykoproteinem jsou poměrně málo účinná u nádorů, kte­
ré vykazují jeho vysokou expresi. Typickým příkladem je kolo-
rektální karcinom a jeho relativní rezistence na vinca alkaloidy, 
daunorubicin a paklitaxel. Naopak citlivost tohoto nádoru na 
netransportovaná cytostatika (deriváty platiny, gemcitabin) zůstá­
vá zachována (tabulka 2, obrázek 1 a 2). V podstatě lze říct, že v in 
vitro podmínkách mají poměrně vyrovnanou citlivost napříč růz­
nými diagnózami následující cytostatika: deriváty platiny, pakli­
taxel, daunorubicin, gemcitabin, mitomycin, topotekan, aktino-
mycin D. Vinca alkaloidy vykazovaly vysokou preferenci 
k plicním nádorům a navelbin také k nádorům ovariálním. Pře­
kvapivě nízkou citlivost karcinomů prsu na vinkristin a vinorel-
bin, ale také 5-fluorouracil vysvětlujeme tím, že velká část vyšet­
řených nádorů byla od klinicky rezistentních pacientek, které 
v minulosti vystřídaly několik režimů chemoterapie. 
Ve srovnání s dobrou účinností daunorubicinu, byla efektivita 
doxorubicinu minimální s TCS™ nad 2 mg/ml (tabulka 2), i když 
nezanedbatelná část pacientů byla na toto cytostatikum dobře cit­
livá. Ze vzájemného porovnání Cisplatiny s karboplatinou vyplý­
vá obecně lepší cytotoxicita Cisplatiny s výjimkou diagnóz karci­
nomů jícnu, žaludku a ovaria. 
Ačkoliv jsme zjistili poměrně dobrou účinnost v in vitro podmín­
kách pro inhibitor topoizomerázy II - daunorubicin, účinnost vepe-
sidu byla u solidních nádorů podstatně nižší. Na druhé straně, inhi­
bitor topoizomerázy I (topotekan) i duální inhibitor topoizomerázy 

I a II (aktinomycin D) byly dobře účinné napříč většinou diagnóz 
(tabulka 2, obrázek 1 a 2). Bohužel látky s duální inhibicí topoi­
zomerázy I i II bývají v klinické praxi poměrně toxické. 
Stanovení mediánových hodnot pro jednotlivá cytostatika a jed­
notlivé klinické diagnózy nám umožňuje přesnější predikci odpo­
vědi in vivo. Předpokládáme lepší klinickou odpověď u nemoc­
ných, jejichž hodnota TCS™ se pohybuje pod mediánem citlivosti 
a nádory těchto nemocnýcn hodnotíme jako in vitro sensitivní. 
Nádorové buňky od nemocných s T C S 5 0 nad mediánem citlivos­
ti označujeme jako rezistentní. Uvědomujeme si, že tato hodno­
tící metoda není dokonalá, ale při přechodné absenci klinických 
údajů je pravděpodobně to nejlepší co máme k dispozici. Po ukon­
čení korelačních studií s odpovědí in vivo bude možné tyto refe­
renční hodnoty pro citlivost/rezistenci dále upřesnit. 
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Souhrn: Autoři uvádějí orientační informaci o stupni chemoresistence in vitro u 60 primárně resekovaných bronchogenních karcinomů, kar­
cinomů kolorekta a sarkomů měkkých tkání s využitím technologie primokultivace a M T T testu. Primární resistence explantovaných buněk 
bronchogenních karcinomů se projevila v 8% případů u Cisplatiny, 33% u topotecanu, 40% u karboplatiny, 50% u vinorelbinu, 60% u vinkris-
tinu, 82% u paklitaxelu a ve všech případech u doxorubicinu, mitomycinu a fluorouracilu. Ze sledovaných kombinací byla in vitro neúčinněj­
ší kombinace Cisplatiny s topotekanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Z výsledků M T T testů in vitro u kolorektálního karcinomu 
vyplývá především relativní úspěšnost platinových derivátů. Poměrně vysoká rezistence vůči základnímu cytostatiku 5-flurouracilu je zaráže­
jící, nicméně odpovídá oněm 20% klinické účinnosti nepotencovaného preparátu. 5 z 22 testovaných sarkomů (23%) vykazovalo polychemo-
rezistenci, tedy přežívání ve všech testovaných cytostatikách. U ostatních byla nejnižší chemorezistence zaznamenána pro aktinomycin D, topo­
tekan a cisplatinu. K doxorubicinu bylo resistentních plných 80% sarkomů. Zbývá nejen získávat více zkušeností s tímto individualizovaným 
přístupem k indikacím chemoterapie, nýbrž především navodit klinickou diskusi o interpretacích prediktorů chemorezistence, včetně potřeb­
ných korelačních klinických studií. 
Klíčová slová: chemoresistence nádorů, MTT test, karcinom plic, kolorektální karcinom, sarkomy měkkých tkání 

Summary: Preliminary information is presented on outcomes of in vitro M T T 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 5-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 

Ú v o d 
Je-li daný nádor vůči podávanému cytostatiku resistentní, pak bez ohle­
du na statistické výsledky randomizovaných studií 
a) nelze u daného jednotlivce očekávat léčebný efekt, 
b) pacient je zbytečeně otravován toxickou látkou a trpí zcela zbyteč­

ně nežádoucími účinky, 
c) jde o neúčelné vynakládání finančních prostředků i sil zdravotnic­

kých pracovníků, 
d) průběh onemocnění může být dokonce i zhoršen zbytečným osla­

bením metabolismu a přirozených obranných mechanismů nemoc­
ného, případně vznikem dalších mutací v nádoru, perturbací jeho 
proliferace a vývojem nepříznivých diversiflkačních změn. 

Přímé testy chemorezistence jsou založeny na expozici primárních nebo 
stabilizovaných kultur nádorových buněk cytostatikům in vitro a patří 
k nim i standardní MTT test. Přesto, že řada testů chemorezistence je nabí­
zena i komerčně, nejsou oficiálně akceptovanou součástí terapeutického 
rozhodování v klinické onkologii, je jim vytýkána nestandardnost, roz­
díly v interpretaci, interlaboratorní variabilita metod i výsledků. Klinic­
ká onkologie však učinila dosud jen málo, aby pomohla tyto problémy 
překonat a sama vyšla s kritérii pro jejich indikace a interpretace. 
Pokusili jsme se o hrubou orientaci o stupni chemoresistence in vitro 
resekovaných bronchogenních karcinomů, karcinomů kolorekta a sar­
komů měkkých tkání s využitím technologie primokultivace a MTT 
testu, která je zavedena v Laboratoři experimentální medicíny v Olo­
mouci dr.Hajdúchem. 

Chemorezistence bronchogenních karcinomů 
Chemoterapie pokročilých bronchogenních karcinomů je dosud málo 
úspěšná. Z velkých přehledů vyplývá, že nejlepších výsledků při hod­
nocení procentem nemocných přežívajících jeden rok po léčbě je dosa­
hováno v monoterapii cisplatinou (24%) či lépe kombinacemi Cisplati­
ny s etoposidem (32-37%), s vinorelbinem (36%), s paklitaxelem 
(32-39%) nebo s gemcitabinem (39%) (1). Minimálně dvě třetiny bron­
chogenních karcinomů jsou však k chemoterapii resistentní a léčba je 
v těchto případech zbytečnou zátěží pro nemocného i zdravotní systém. 
Může být pokládáno za překážky individualizovaného přístupu, žev době 
léčby pokročilého onemocnění jsou bronchogenní i jiné karcinomy málo­
kdy přístupné biopsií potřebného množství nádorové tkáně. 
Potřebné množství vitálních buněk bronchogenních karcinomů pro 
explantaci z fragmentů nádorové tkáně větších než 1 cm3, trans­

ponovaných v kultivačním médiu do laboratoře přímo z operačního sálu 
a disagregovaných do 3-4 hodin po odběru, jsme získali u 12 ze 14 vyšet­
řených případů (86%). Podle výtěžnosti buněk ze vzorku mohlo být v tes­
tu nasazeno v několika koncentracích 3-11 cytostatik. Cisplatina byla 
nasazena do testu ve všech 12 případech, paclitaxel 11, vinorelbin 
a ostatní cytostatika v nejvíce 8 případech. Primární resistence explan­
tovaných buněk bronchogenních karcinomů se projevila v 1/12 (8%) 
u Cisplatiny, 2/6 (33%) u topotekanu, 2/5 (40%) u karboplatiny, 4/8 (50%) 
u vinorelbinu, 3/5 (60%) vinkristinu, 9/11 (82%) u paklitaxelu a ve všech 
(100%) případech u doxorubicinu, mitomycinu, fluorouracilu a dalších 
u plicních karcinomů méně užívaných cytostatik. 
Ze sledovaných kombinací byla in vitro neúčinnější kombinace Cis­
platiny s topotecanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Sku­
tečná biologická účinnost je však nesporně nižší, protože jako citlivé 
jsme hodnotili in vitro i případy omezené citlivosti, kdy účinek cyto­
statik přežívala určitá menší část (20-30%) populace nádorových buněk. 
Rezistentní subpopulace mohou být léčbou in vivo selektovány a účin­
nost chemoterapie je tak pouze dočasná, což dokládá ostatně i praktic­
ká klinická zkušenost. Řada klinických rezistenci jde rovněž na vrub 
nedostatečné koncetrace cytostatik v tkáni z důvodu variabilní vasku-
larizace nádoru a dalších biomodulačních faktorů. 
Preference cytostatik v testech in vitro, tedy zvláště Cisplatiny, zhruba 
odpovídá výsledkům klinických studií. Pokud bychom však užívali 
pouze chemoterapii na základě statistické pravděpodobnosti, zůstane 
nadále limitována pouze třetinovou účinností a část nemocných ztrácí 
naději na příznivý efekt třeba statisticky málo pravděpodobného, indi­
viduálně však účinného cytostatika nebo kombinace. Cílem našeho sna­
žení je postupně korelovat výsledky testů in vitro s odpovědí na léčbu 
in vivo, aniž bychom zatím jakkoli měnili přijaté léčebné protokoly. 
Získat tyto korelace je však velmi obtížné z několika důvodů: 1) tes­
továny jsou především resekované nádory stadia I a II, ne vždy nava­
zuje adjuvantní chemoterapie, pokud ano, trvá zhodnocení několik let 
apro průkaz je zapotřebí velkých souborů, 2) extrapolace výsledků tes­
tů získaných z primárního nádoru pro srovnání s léčbou následné reku-
rence nemusí být relevantní, recidiva a pokročilý proces j sou více diver­
gentní a zřejmě rezistentnější, 3) v krátkodobém čtyřdenním testu 
chemorezistence mohou být znevýhodňována cytostatika, která pro 
rozvinutí svého účinku vyžadují masivní proliferaci nádorových buněk, 
a to jsou například mitotické jedy vinca alkaloidy a taxany, 4) biopsie 
pokročilých inoperabilních nádorů, byť miniinvazivní endoskopické 
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a thorakoskopické, před chemoterapií nebo během ní, nejsou dosud 
pokládány za eticky oprávněné právě pro chybějící korelace testů s kli­
nikou, čímž se kruh uzavírá v neprospěch individualizované léčby. 

Chemorezistence kolorektálního karcinomu 
Účinnost paušalizované čili standardní chemoterapie se pohybuje u kolo­
rektálního karcinomu mezi 20-30%, jen výjimečně je o málo vyšší (2). 
Z 33 kolorektálnlch karcinomů se podařilo bez kontaminace získat krát­
kodobou kulturu v 26 případech. Podle výtěžností bylo pro pět kon­
centrací hodnoceno 1-15 cytostatik, a to od základních jako je 5-fluo­
rouracil, přes platinové deriváty, inhibitory topoizomeráz, mitomycin, 
mitotické jedy, antracykliny až po ostatní klinicky v terapii gastroin-
testinálních nádorů neužívané. Rezistence byla hodnocena jako abso­
lutní tehdy, přežívala-li v cytostatiku celá kultura bez problémů, nebo 
relativní, avšak biologicky a klinicky patrně stejně významná, kdy efekt 
byl patrný pouze na části buněk. 
V následujícím přehledu uvádíme zlomkem počet rezistentních nádo­
rů k počta testovaných, první zlomek pro každé cytostatikum platí pro 
absolutní, druhý pro relativní 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 výsledků vyplývá především relativní úspěšnost platinových derivá­
tů, které jsou u kolorektálního karcinomu patrně neprávem přehlíženy, 
neboť i klinické zkušenosti kombinace FU a platiny jsou povzbudivé. 
Vysoká rezistence vůči základnímu cytostatiku 5-flurouracilu je zará­
žející, nicméně se blíží oněm 20% klinické účinnosti nepotencovaného 
preparátu. Není ovšem vyloučeno, že antimetabolity jsou ve srovnání 
s platinovými deriváty v krátkodobé kultuře, která nerozvinula prolife-
rační aktivitu, znevýhodněny. Na toto téma pokračují experimenty i dis-
kuze o optimálním trvání testu a primokultury. Relativně dobrých 
výsledků dosáhl in vitro i topotekan. Významný je nález, že z 21 kolo-
rektálních karcinomů testovaných na 5 a více cytostatik, byla pouze ve 
dvou případech nalezena plná polychemoresistence, takže u 19 přípa­
dů bylo vždy možno určit alespoň jedno potenciálně účinné cytostati­
kum. To snad dává perspektivu pro účinnější chemoterapii tailoringem 
i při využití stávajícího lékového arzenálu. 

Chemorezistence sarkomů měkkých tkání 
Chemoterapie je u sarkomů měkkých tkání velmi neúspěšná jak 
v monoterapii, tak v kombinacích (3). 
Explantáty sarkomů se podařilo převést do primokultury u 22 z 29 přípa­
dů, tedy s 76% úspěšností. Podle buněčnosti nádoru, respektive výtěžnos­
ti buněk testovaných ve dvojicích pro šest koncentrací každého cytostati­
ka spolu s kontrolami byly do testu nasazeny různé počty cytostatik z níže 
uvedeného panelu. Minimálně bylo testováno pět u sarkomů nejužívaněj­
ších cytostatik, v průměru se podařilo testovat 9 cytostatik na jeden explan-
tát. Koncentrační škála byla volena tak, aby zahrnovala klinicky dosaži­
telné koncentrace cytostatika v séru a minimálně jeden řád pod a nad tyto 
koncentrace. Výsledky testů jsou shrnuty procentuálně v tabulce. 
Žádný ze sarkomů nebyl citlivý na všechna testovaná cytostatika. Na­
opak 5 z 22 sarkomů (23%) vykazovalo polychemorezistenci, tedy pře­
žívání ve všech testovaných cytostatikách. Absolutní rezistence zna­
mená, že všechny nádorové buňky přežívaly v cytostatiku v míře 
srovnatelné s kontrolami bez cytostatika. Je velmi nepravděpodobné, 
že při aplikaci cytostatika, v němž buňky bez problému přežívají in vit­
ro, by mohlo být dosaženo efektu in vivo, tedy klinické odpovědi vez-
meme-li v úvahu další problémy spojené s distribucí, dostupností a meta­
bolismem chemoterapeutika v organismu. Lze se domnívat, že přímá 
interpretace absolutní chemorezistence z testu in vitro do klinické situ­
ace je možná. Tuto otázku je třeba dále intenzivně studovat, zatím jsme 
ovšem nezaznamenali ani u jiných nádorových typů situaci, kdy by byl 
pozorován klinický efekt při nalezené chemorezistenci in vitro. 
Složitější je interpretovat částečnou senzitivitu primokultury, respek­
tive pouze částečnou chemorezistenci. V daném cytostatiku přežívá 
jen část buněk, část hyne. Přestože omezená citlivost znamená in vivo 
ve skutečnosti neúčinnost chemoterapie přerůstáním rezistentní sub-

Tab. : Výsledky M T T testu chemoresistence in vitro u 22 sarkomů 
měkkých tkání v % 

Cytostatikum 

Doxorubicin 
Daunorubicin 
Actinomycin D 
Cis-platina 
Carboxy-platina 
Vincristin 
Paklitaxel 
Docetaxel 
Fluorouracil 
Gemcitabin 
Vepesid 
Topotecan 
Bleomycin 
Mitomycin C 
Dakarbazin 

abs. rezistence 

80 
67 

0 
35 
67 
60 
65 
80 
67 
70 
87 

0 
25 
67 
92 

relat. senzitívita 

20 
33 

100 
65 
33 
40 
35 
20 
33 
30 
13 

100 
75 
33 
8 

abs. senzitívita 

20 
33 
50 
45 
33 
10 
18 
20 
33 

0 
13 
63 
25 
33 

0 

populace, nelze vyloučit, že částečný efekt bude mít hodnotitelný pří­
nos třeba v oddálení progrese nádoru. Velkou opatrnost je zatím třeba 
projevovat při interpretaci absolutní citlivosti, kdy in vitro hynou 
v daném cytostatiku při klinicky dosažitelné koncentraci všechny nádo­
rové buňky. Jak již bylo řečeno, nemusí být in vivo dosaženo tak opti­
mální koncentrace v nádorové tkáni ani dostatečné doby kontaktu nádo­
rových buněk s cytostatikem. Klinická účinnost bude proto určitě 
výrazně nižší než testovaná chemosenzitivita. 
Ve výsledcích překvapuje především vysoká míra resistence na doxo­
rubicin, který je stále u sarkomů nejužívanějším cytostatikem. Na dru­
hé straně však nebyla jeho prokázaná klinická účinnost nikdy výrazně 
vyšší než právě oněch 20%. Překvapuje také vysoká resistence k dakar-
bazinu, který byl součástí dříve užívané cytostatické kombinace 
CYVADIC. Nejvyšší absolutní citlivost byla in vitro zjištěna u akti­
nomycinu D, topotekanu a cis-platiny, které se ve starších i novějších 
klinicky užívaných režimech rovněž objevují. 
Z tabulky je zřejmé, že nejnižší podíl resistentních nádorů se vyskytu­
je u aktinomycinu D, platinových derivátů a inhibitoru topoizomeráz 
topotekanu. Potvrzena se zdá být také vysoká účinnost aktinomycinu 
D, který byl v režimech chemoterapie u nádorů dospělého věku zřej­
mě neprávem vypuštěn. Naopak překvapuje vysoká resistence vůči 
doxorubicinu, který je sice hojně, avšak ne zcela úspěšně používán 
u sarkomů v první linii. Celkově výsledky svědčí proti klasickému reži­
mu CYVADIC a ve prospěch režimu ICE. 
Je třeba podotknout, že klinickou odpověď na cytostatika, která byla 
v individuálním MTT testu označena za neúčinná jsme v uvedeném 
souboru 22 sarkomů nepozorovali, což podporuje užitečnost stanove­
ní chemorezistence in vitro jako bioparametru jakkoli je ještě třeba 
dopracovat kvantitativní vyhodnocování testů. 

Závěr 
Uvedli jsme přehled výsledků dosažených u tří typů resekovaných zhoub­
ných nádorů bez předchozí léčby. Šlo především o to dokumentovat, že 
tento postup je možný u vysokého procenta případů a nabízí nenáhodné 
rozložení výsledků testů chemorezistence in vitro, jejichž validita je však 
třeba teprve ověřit ve studiích korelujících nálezy s klinickým efektem. 
Metodicky jde o postup náročný, nikoli však neproveditelný. Vize indi­
vidualizované chemoterapie je silným podnětem k překonávání iniciál-
ních překážek spojených jak s metodikou samotnou, tak i změnami v myš­
lení chirurgů, patologů a klinických onkologů. 
Zbývá nejen získávat více zkušeností s tímto přístupem, nýbrž para­
lelně i navodit klinickou diskuzi k interpretacím prediktorů chemore­
zistence. Neměla by být již primárně z chemoterapie vyloučena u dané­
ho pacienta ta cytostatika, vůči kterým vykazuje jejich nádor in vitro 
absolutní rezistenci? Neměly by být testy chemorezistence brány v úva­
hu aspoň v případech relabujících po předchozí neúčinné chemotera­
pii, kdy další režimy jsou obvykle aplikovány nahodile a zkusmo? 
Nezlepšl-li individualizovaný přístup celkové léčebné výsledky, nesto­
jí za to ho využít aspoň pro negativní selekci a uchránění nemocných 
zbytečné zátěže spojené s neúčinnou chemoterapií? 

(Práce byla podpořena grantem MŠMTNo. J07/98141100003) 
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VYUŽITÍ IN VITRO ANALÝZY LÉKOVÉ REZISTENCE V LÉČBĚ LEUKÉMIÍ DĚTSKÉHO 
VĚKU 
APPLICATION OF IN VITRO OF DRUG RESISTANCE ASSAYS IN TREATMENT 
OF CHILDHOOD LEUKEMIA 
+ M I H Á L V., HAJDÚCH H., JANOŠŤAKOVÁ A., ŠAFÁŘOVÁ M . , NOSKOVÁ V., POSPÍŠILOVÁ D., N O V Á K Z. 
LABORATOŘ EXPERIMENTÁLNÍ MEDICÍNY A DĚTSKÁ KLINIKA LFUP A FN OLOMOUC 
+ korespondující autor: Dětská klinika LF UP a FN Olomouc, Puškinova 6,775 20 Olomouc 

Souhrn: Autoři se snaží shrnout profil in vitro rezistence, který byl stanovován pomocí kolorimetrického methyl-thiazol-tetrazolio-
vého (MTT) testu u různých podskupin akutních dětských leukémií a jeho význam pro klinickou praxi. 
Klíčová slova: in vitro léková rezistence, MTT test, akutní lymfoblastická leukémie, akutní myeloidní leukémie 

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. 
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Díky vývoji účinné kombinace cytostatik se prognóza dětí s leu­
kémií dramaticky zlepšila. Nicméně asi 30% dětí s A L L a 50% 
dětí s A M L umírá na rezistentní nemoc (1). Na druhé straně, paci­
enti, jejichž nemoc je léčitelná relativně mírnou chemoterapií, 
podstupují dnes zbytečně intenzivní cytostatickou léčbu, která je 
obvykle příčinou závažných nežádoucích vedlejších účinků. Je 
pravdou, že s postupně se zvyšující intenzitou chemoterapie došlo 
u dětí s akutní leukémií k významnému zlepšení celkových léčeb­
ných výsledků. Vzhledem k těmto skutečnostem je identifikace 
stupně vnímavosti na léčbu považována za jeden z nejdůležitěj­
ších faktorů účinné stratifikace. Z těchto důvodů je úsilí řady pra­
covišť zabývajících se problematikou dětské leukémie směřová­
no k optimalizaci léčebných protokolů s cílem zabránit vzniku 
mnohočetné lékové rezistence, k hledání nových diagnostických 
a prognostických markerů onemocnění, které umožní individua­
lizaci léčby pro jednotlivé pacienty. Pacienti s chemosenzitivním 
typem leukémie budou výhledově léčeni s minimálně toxickou 
terapií na rozdíl od pacientů s rezistencí na cytostatika, kteří pod­
stoupí velmi agresivní léčbu. 
Po zavedení rychlého kolorimetrického M T T testu (2) na stanove­
ní životnosti a růstových charakteristik buněk in vitro, bylo na našem 
pracovišti vyšetřeno velké množství vzorků kostní dřeně nebo peri­
ferní krve od dětí v iniciální fázi nebo v relapsu onemocnění. Byla 
zorganizována celorepubliková síť dětských onkohematologických 
pracovišť, odesílajících vzorky od pacientů s akutní leukémií na 
vyšetření chemorezistence. Vyšetření bylo úspěšně provedeno ve 
> 75% případů. Procento úspěšnosti provedení M T T testuje srov­
natelné s výsledky spolupracující laboratoře ve Free University Hos­
pital v Amsterdamu. V první fázi experimentální práce jsme otes­
tovali koncentrační rozpětí pro jednotlivá cytostatika a zavedli 
vyhodnocování M T T testu pomocí originálně vytvořeného počíta­
čového programu. Ve druhé etapě jsme společně s kolegy z jiných 
evropských pracovišť publikovali výsledky testování chemorezi­
stence dětských pacientů s A L L v iniciální fázi onemocnění 
a v relapsu. Demonstrovali jsme mnohonásobné zvýšení rezisten­
ce leukemických buněk v relapsu onemocnění ve srovnání s inici­
ální hodnotou (4), u pacientů s různým typem nádorů se špatnou 
léčitelností jsme prokázali vysokou rezistenci na širokou škálu běž­
ně užívaných cytostatik (16) a u dětských pacientů s A L L , léče­
ných protokolem A L L - B F M 90, jsme analyzovali korelaci někte­
rých klinických a laboratorních znaků s lékovou rezistencí (15). Na 
případu vzácné leukémie z kmenových buněk jsme potvrdili „feno-
typickou specificitu profilu rezistence" v různých fázích (myeloid-
ní/lymfoidní) onemocnění (14). I když bylo prokázáno, že in vitro 
rezistence nádorové populace na cytostatika zjištěna M T T testem 
vykazuje vysokou korelaci s klinickou odpovědí nemocných, v kli­
nické praxi se tento postup začíná uplatňovat až v posledních letech 
(3, 5). Nedávno byly prokázány některé významné asociace mezi 
lékovou rezistencí a klinickými/laboratorními znaky leukémie, kte­
ré se j iž postupně začínají klinicky využívat. Některé významné 
asociace mezi fenotypem nemoci a stupněm chemorezistence nádo­
rové buňky jsou postupně inkorporovány do nových léčebných pro­
tokolů, které zřejmě povedou k vyššímu léčebnému úspěchu. Na 
nejvýznamnější objevy z oblasti lékové rezistence dětských hemo-
blastóz s praktickým využitím chceme upozornit v následujícím 
krátkém přehledu. 

Akutní lymfoblastická leukémie kojenců je charakterizována 
špatnou prognózou a vysokou incidencí nezralé CD 10 negativní 
A L L (proB A L L ) . Pieters a spol. (6) analyzovali použitím M T T 
testu prolil in vitro lékové rezistence u 395 kojenců s A L L v ini­
ciální fázi nemoci. Testovali celkem 13 cytostatik: prednizon, 
dexametazon, daunorubicin, doxorubicin, mitoxantron, idarubi-
cin, vinkristin, L-asparaginázu, 6-MP, 6-TG, cytarabin, VM-26 
a 4-HOO-ifosfamid. Děti < 1,5 roku byli významně rezistentněj-
ší na prednizon (>500x), L-asparaginázu (11x), VM-26 (2,7x), ale 
signifikantně citlivější na cytarabin (2,3x). U kojenců ve věku 
< 1 rok autoři prokázali stejný profil lékové rezistence a na zákla­
dě svých výsledků potvrdili, že nepříznivá prognóza kojenecké 
A L L je asociována s rezistencí na glukokortikoidy a L-asparagi­
názu. Vysoká in vitro senzitivita na cytarabin byla nedávno potvr­
zena a léčebně využita zařazením vysoce dávkovaného cytarabi-
nu a methotrexátu do nových protokolů pro dospělé pacienty 
s A L L s MLL přestavbou (MLL-AF4 fúzního genu, který vzniká 
jako důsledek t(4;11)). Jelikož přestavba MLL genu (11q23) je 
značně frekventní u kojenecké leukémie, velmi vysoká senzitivi­
ta leukemických buněk k cytarabinu, která byla potvrzena se sta­
tistickou významností v in vitro testech s jediným cytostatikem, 
se j iž začíná využívat při konstrukci nových léčebných protoko­
lů pro tuto věkovou skupinu (např. Interfant 99 pro léčbu kojene­
cké leukémie, R. Pieters). 

Akutní lymfoblastická leukémie dětí s hyperdiploidním počtem 
chromozomů >50 ( D N A index >1,16) je dobře rozpoznanou gene­
tickou variantou, která je asociována s typickým fenotypem (B pre-
kurzorová A L L ) , nízkým počtem leukocytů, věkem mezi 1. až 9. 
rokem a velmi dobrou prognózou. Velmi dobrá prognóza hypen-
diploidní A L L zůstala dlouho bez vysvětlení. Na vzorcích kostní 
dřeně od 16 dětí s A L L (CD 10+) s hyperdiploidním počtem chro­
mozomů prokázali Kaspers a spol. (7) jejich vysokou citlivost 
k merkaptopurinu (p=0.000003), 6-TG (p = 0.023) a L-asparagi-
náze (p=0.022) v porovnání s nádorovými buňkami získanými od 
dětských pacientů bez hyperdiploidie. Autoři nepozorovali statis­
ticky významný rozdíl v in vitro senzitivitě k prednizonu, dexa-
metazonu, vinkristinu, daunorubicinu, doxorubicinu, mitoxantro-
nu a vepesidu. Procento buněk v S-fázi bylo vyšší (p = 0.05) 
v hyperdiploidních A L L vzorcích (medián, 8,5%) než v nonhy-
perdiploidních (medián, 5,7%). Signifikantně vyšší senzitivita leu­
kemických buněk s hyperdiploidií k antimetabolitům a L-aspara-
gináze je kromě recentně popsaného membránového proteinu 
(reduced folate carrier, RFC), kterým methotrexát aktivně vstupu­
je do buňky (schopnost akumulovat aktivní polyglutamováný meta-
bolit M T X ) a RFC gen, jenž je lokalizován na 21. chromozomu, 
možným vysvětlením velmi dobré prognózy pro tuto skupinu dět­
ských pacientů (17). U dětí s hyperdiploidní A L L jsou často ampli-
fikovány chromozomy 4, 6,10 a 21 (21. chromozom až u >75% 
případů hyperdiploidie). Geny, které kódují enzymy zahrnuté do 
vnitrobuněčného metabolizmu antimetabolitů jsou lokalizovány 
právě na těchto chromozomech. Tato zjištění dovolují dnes objas­
nit zvýšenou toxicitu některých cytostatik ( M T X , cytarabin a dau­
norubicin), jejichž metabolizmus je přímo závislý na amplifikaci 
řídících genů u pacientů s Downovým syndromem (trisomie 21. 
chromozomu). Kromě již uvedeného R F C proteinu, který je loka-
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lizován na 21. chromozómu (21q22.1-22.3) jsou zde umístěny i dal­
ší geny, které ovlivňují metabolizmus tvorby toxických kyslíko­
vých radikálů (gen pro karbonyl-reduktázu (CBR), která kataly-
zuje redukci daunorubicinu na daunorubicinol a gen pro 
superoxid-dismutázu {SOD). 
Nicméně, asi 20% pacientů s hyperdiploidií>50 je postiženo relap-
sem onemocnění i navzdory efektivnosti současné léčby. Faktory, 
které zodpovídají za nedobrou prognózu mezi pacienty s hyperdi-
ploidil>50 jsou přítomnost isochromozómu 17q, ztráta trisomie obou 
chromozomů 4 a 10, zvýšené přežívání leukemických buněk v kul­
tivačním médiu obohaceném o stromální faktory (buňky) a menší 
modální počet chromozomů (51-55 chromozomů). Všechny uve­
dené asociace ale ještě musí být potvrzeny v dalších studiích. 

Akutní myeloidní leukémie (AML) u dětí má neporovnatelně 
horší prognózu než A L L . Léková rezistence je významným limi­
tujícím faktorem úspěšnosti chemoterapie A M L u dětí. Současná 
kombinace chemoterapie je schopna navodit dlouhodobou remi­
si pouze u 30 až 50% dětí. As i 20% dětí s A M L ji po indukční léč­
bě nedosáhne; ze zbylých dětí postihne 40-60% relaps. Schopnost 
nádorových buněk odolávat účinkům cytotoxických látek je jed­
nou z nejdůležitějších příčin selhání chemoterapie u A M L . Klum-
per a spol. (8) použitím kolorimetrického M T T testu u 62 dětí 
s A M L stanovili in vitro chemosenzitivitu k daunorubicinu, doxo­
rubicins mitoxantronu, 6-TG, etoposidu a cytarabinu. In vitro 
chemosenziti vita nekorelovala se žádným klinickým znakem (věk, 
pohlaví, počet blastů, F A B klasifikace). Ve skupině dětí se špat­
nou odpovědí na indukční chemoterapii byl medián in vitro rezi­
stence na cytarabin třikrát vyšší než ve skupině s dobrou odpově­
dí na léčbu. I když tyto výsledky svědčí o významné roli lékové 
rezistence v léčebném selhání dětské A M L , prokázání prediktiv-
ní hodnoty zvýšené vnímavosti na cytarabin bude nutné ještě 
potvrdit. 

In vitro léková rezistence jako prediktivní faktor odpovědi na 
chemoterapii. Ačkoliv byla in vitro analýza lékové rezistence 
použita pro screening nových cytostatik, přetrvává neochota vyu­
žít výsledků M T T testu při selekci pacientů pro zkoušky fáze II 
nebo pro adjuvantní chemoterapii, racionální zlepšení současných, 
ve většině případů empiricky odvozených léčebných režimů, pro 
stratifikaci do rizikových skupin a pro individualizovanou che­
moterapii. Vysvětlením může být malý počet srovnávacích stu­
dií, které mohly odpovědět na nezodpovězené otázky. Kaspers 
a spol. (9) studovali vztah mezi in vitro rezistencí k 12 léčivům, 
stanovenou použitím M T T testu a dlouhodobou klinickou odpo­
vědí u 152 dětí s nově diagnostikovanou A L L . Pacienti byli roz­
děleni do tří rizikových skupin na základě in vitro rezistence 
k prednizonu, L-asparagináze a vinkristinu. Každá skupina paci­
entů statisticky významně (p<0.01) souvisela s pravděpodobnos­
tí přežití bez známek nemoci (pDFS). Kombinace (suma) dat pro 
prednizon, L-asparaginázu a vinkristin umožnila sestavit tzv. pro­
fil lékové rezistence (pro každý druh cytostatika byla stanovena 
arbitrážní hodnota 1 pro „senzitivní hodnotu L C S 5 0 " , 2 pro „inter-
mediární L C S 5 0 " a 3 pro „rezistentní LCS50"). Pacienti s vysokou 
chemosenzitivitou na všechna tři cytostatika dosáhli skóre 3, na 
rozdíl od pacientů s vysokou rezistencí se skóre 9. Pravděpodob­
nost DFS ve 3 letech byla 100% pro skupinu s vysokou senzitivi-
tou (20% pacientů), 84% pro skupinu s intermediální senzitivitou 
(40% pacientů) a 43% pro skupinu s rezistentní senzitivitou 
(p<0.001). Počet událostí (relapsů) v závislosti na skupině paci­
entů podle hodnoty L C S ™ (koncentrace cytostatika, která usmrtí 
50% leukemických buněk) lékové rezistence je uvedena v Tab 1. 

Senzitivita 

Skóre 

Počet 

Událost 

Poměr (%) 

Vysoká Intermediální Nízká 

3 

5 

0 

0 

4 

18 

0 

0 

5 

20 

4 

20 

6 

27 

6 

22 

7 

23 

14 

61 

8 

13 

6 

46 

9 

12 

6 

50 

Uvedený profil lékové rezistence, který byl sestaven jako suma 
rezistencí tří cytostatik, které mají dominantní postavení v indukč­
ní části léčebných protokolů pro A L L se ukázal (statisticky 
významně) jako vhodný faktor pro předpověď klinického (léčeb­

ného) výsledku. M T T test se tak jeví jako vhodný faktor pro stra­
tifikaci pacientů do rizikových skupin. Výsledek M T T testu je 
k dispozici již za týden od získání leukemických buněk od paci­
enta a dovoluje případnou včasnou změnu léčby. Uvedené výsled­
ky by mohly vyprovokovat další racionální studie, které snad 
povedou ke zvýšení účinnosti současných léčebných režimů. 

Akutní lymfoblastická leukémie s TEL-AMU (ETV6-CBFA2 
fúze) reprezentuje další prognosticky dobrou podskupinu A L L 
z prekurzorových B lymfocytů, tvořící 25% případů s tímto feno-
typem a téměř 60% dětí s chromozomálními abnormalitami zahr­
nujícími oblast 12p (10). I když genetická leze vzniká důsledkem 
t(12;21), tuto translokaci použitím standardních cytogenetických 
metod nelze kvůli zřetelné podobnosti segmentů chromozomů 
zahrnutých do této přestavby detekovat. Jejich detekce vyžaduje 
použití fluorescenční in situ hybridizace (FISH), Southern blot 
analýzu nebo RT-PCR metody (11). Pacienti s touto přestavbou 
jsou charakterizováni příznivým věkem (1-9 let), nonhyperdiplo-
idním karyotypem a zvýšenou frekvencí exprese asociovaných 
myeloidních antigenů (CD13 a CD33). Ramakers-van Woerden, 
N . L . a spol. (12) analyzovali in vitro rezistenci 180 dětských paci­
entů s A L L , ze kterých 51(28%) bylo pozitivních pro t(12;21). 
Medián in vitro hodnot L C S ™ pro jednotlivá cytostatika (predni­
zon, dexametazon, daunorubicin, thiopuriny, epipodofylotoxiny 
a 4-HOO-ifosfamid) se významně nelišil v obou skupinách dět­
ských pacientů s T E L - A M L 1 pozitivitou a negativitou. Nicméně 
T E L - A M L 1 pozitivní pacienti byli relativně citlivější k L-aspa­
ragináze (5,9x; p = 0.029) a nepatrně rezistentně]ší k vinkristinu 
(l,5x; p = 0.011) a cytarabinu (l,5x; p = 0.014). Po vytvoření sku­
piny dětí s T E L - A M L 1 negativitou, do které nebyli zařazeni paci­
enti s věkem <12 měsíců, CD10 negativní B C P - A L L (prekurzo-
ry z B lymfocytární linie), pozitivitou Ph chromozomu 
a s hyperdiploidií >50 - jedinou zbylou významnou diferencí 
zůstala relativní senzitivita k L-asparagináze (10,8x; p = 0.012). 
Autoři tím ve své práci prokázali, že přítomnost T E L - A M L 1 pře­
stavby u dětské B C P - A L L není, s výjimkou L-asparaginázy, aso­
ciována s vyšší in vitro lékovou senzitivitou. Tyto závěry objas­
ňují, proč u pacientů, kteří byli léčeni relativně intenzivnějšími 
léčebnými režimy (vyšší celková dávka L-asparaginázy) byly 
dosaženy významně lepší léčebné výsledky (např. D C S L G A L L -
VII protokol a protokoly St. Jude Childrenes Research Hospital 
pro T E L - A M L 1 pozitivní A L L ) . 

Rozdílná in vitro antileukemická aktivita prednizonu a dexa-
metazonu u dětí s akutní lymfoblastickou leukémií. 
Glukokortikoidy (GCs), které byly zavedeny do onkohematolo-
gické praxe j iž počátkem 50. let, jsou vysoce účinné látky v léč­
bě akutní lymfoblastické leukémie ačkoliv v monoterapii neve­
dou k dlouhodobému vyléčení. Mechanizmus účinků spočívá 
v difúzi GCs přes cytoplazmatickou membránu a navázání se na 
cytoplazmaťické receptory (GCRs). G C s - G C R komplex je pře­
místěn do jádra, kde se váže na D N A a aktivuje řadu GCs res-
ponsivních genů. U GCs senzitivních leukémií je hlavní buněč­
nou odpovědí indukce apoptózy, ačkoliv GCs ne vždy indukují 
buněčnou smrt a mohou uplatnit svojí biologickou aktivitu ces­
tou indukce/represe exprese jiných genů a proteinů. Například 
dexametazon může snížit expresi mdr genů u rezistentních buněk 
a tak zvýšit jejich senzitivitu k chemoterapii. Bohužel významná 
část pacientů vykazuje primární či sekundární rezistenci na kor-
tikoidy. Například 80% pacientů odpovídá na iniciální monote­
rapii kortikoidy, zatímco pouhých 35% odpovědí bylo zazname­
náno u dětí s relapsem A L L . Rozsah mechanizmů rezistence na 
GCs byl popsán a zahrnuje mdr1zprostředkovaný eflux GCs s obě­
ma 11- a 17-hydroxyl skupinami, aberantní GCRs, pozměněnou 
expresi heat shock proteinů: hsp90, hsp70 a jiné. 
Z klinického hlediska je zásadně důležité předpovědět paciento­
vu odpověď na GCs. Existují dvě základní otázky, na které je nut­
né hledat odpověď: 1) zda každý jednotlivý pacient odpovídá na 
léčbu kortikoidem; 2) zda je u jednotlivého pacienta rozdílná odpo­
věď na různé deriváty kortikoidů, např. prednizon (PRED) versus 
dexametazon (DEX). Za účelem predikce a následné stratifikace 
pacientů na respondery a nonrespondery na P R E D v in vivo pod­
mínkách vytvořila skupina Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) pro 
dětskou leukémií „ P R E D okno,,. V podstatě jde o jednotýdenní 
monoterapii P R E D , kde hodnotou určující klinickou odpověď je 
redukce absolutního počtu blastů ( A N B ) v pacientově krvi pod 
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( P R E D S / D E X S ) , senzitivních na P R E D ale rezistentních na D E X ( P R E D S / D E X R ) , 
rezistentních na P R E D ale senzitivních na D E X ( P R E D R / D E X S ) , pacientů rezi­
stentních na P Ř E D i D E X ( P R E D R / D E X R ) a celkové procento dětí zahrnutých do 
studie s opačnou in vitro odpovědí na oba testované glukokortikoidy 
( P R E D R / S / D E X ^ ) . 

1000/mm3 8. den léčby. Celkový podíl odpovídajících pacientů 
byl 92%, většina nonresponderů byli chlapci, děti s vysokým 
počtem leukocytů a pacienti s T - A L L . Nonrespondeři jsou léče­
ni agresivními protokoly. Nicméně někteří z pacientů nebyli vhod­
ní pro určení P R E D responderství, protože jejich iniciální A N B 
je pod 1000/mm3. Další úsilí bylo zaměřeno k vyloučení kompli­
kací při stanovení GC odpovědi in vivo a byly vyvíjeny nové meto­
dy stanovení v in vitro podmínkách.Ty zahrnovaly kvantifikaci 
OCRs v cytoplasmě nádorových buněk, aktivaci a translokaci G C -
G C R komplexů a indukci D N A fragmentace, která následuje po 
léčbě steroidy. Avšak predikce pacientovi odpovědi založené na 
vyšetřeních v in vitro podmínkách měla variabilní úspěšnost 
a/nebo in vitro analýzy nebyly vhodné pro rutinní klinické použi­
tí pro jejich vysokou cenu a pracovní náročnost. Nicméně před 
několika málo lety byla představena poloautomatická in vitro M T T 
assay analyzující lékovou rezistenci v nádorových buňkách. Jde 
o finančně únosný cytotoxický test, který určuje koncentraci léku 
smrtící 50% leukemických buněk v in vitro podmínkách. I přes 
fakt, že tato analýza postihuje jen buněčný mechanizmus rezi­
stence na GCs, zkouška ukázala signifikantní asociaci mezi in vit­
ro senzitivitou na P R E D a dlouhodobým přežíváním pacientů 
s A L L . Tato analýza také demonstruje silnou korelaci mezi anti-
leukemickou aktivitou P R E D a D E X a poskytuje tak nepřímý 
důkaz, že nahrazení P R E D dexametazonem by nemělo zvýšit pro­
cento GCs odpovědí in vivo. Ačkoliv pozitivní korelace mezi 
P R E D a D E X L C S 5 0 byla nalezena i v naší studii, hladina význam­
nosti byla mnohem nižší než v pracech Kasperse a spol. (12) a Ita 
a spol. (13). Mimoto jsme nalezli podstatnou část pacientů s roz­
dílnou in vitro odpovědí na P R E D a D E X (Obr. 1). 
Vyšetřili jsme celkem 53 dětí s nově diagnostikovanou A L L . Ze 
souboru jsme později vyloučili pacienty s iniciální A N B = 0 (4; 
8,7%) a děti, jejichž úmrtí nebylo v přímé souvislosti s A L L (3; 
5,7%). Ve zbylé skupině 46 pacientů jsme analyzovali rezistenci 
na kortikoidy in vitro a základní hematologické parametry (ANB 
v den 0, A N B v den 8, procento blastů v kostní dřeni den 15 a 33 
a celkový počet leukocytů při diagnóze). Abychom mohli lépe 
charakterizovat redukci nádorové masy byl zaveden nový para­
metr nazvaný clearance blastů 8.den (BCC8). B C C 8 je spočítán 
z A N B O a A N B 8 s použitím následující rovnice: BCC8(%) = 
A N B 8 : A N B 0 x 1 0 0 . 

VÝSLEDKY 
1) Korelace hodnot PRED a DEX in vitro lékové rezistence 
s charakteristikou pacienta. 
Multivariační korelační analýza (Pearson product-moment corre­
lation) byla použita k nalezení pozitivních nebo negativních kore­
lací mezi P R E D a/nebo D E X L C S 5 0 , ANBO, A N B 8 a B C C 8 . 
Potvrdili jsme pozitivní korelaci mezi hodnotami D E X a P R E D 
L C S 5 0 (r=0,4497; p<0.002), přesto hladina významnosti je mno­
hem nižší než ve výše uvedených publikacích (12, 13). Ačkol i 
nebyla nalezena signifikantní vazba mezi P R E D / D E X in vitro 
odpovědí a A N B 8 , P R E D L C S 5 0 signifikantně koreloval s clea­
rance blastů (r=0,3340; p<0.02). Nicméně korelace B C C 8 s D E X 
L C S 5 0 nebyla signifikantní. 

2) In vitro rezistence na glukokortikoidy. 
Stanovené hodnoty pro in vitro rezistenci/citlivost na P R E D / D E X 
byly určeny zařazením pacientů do dvou skupin jako senzitivní 
(66%; hodnota L C S 5 0 <12,0/0,15 g/ml) a rezistentní (33%; hod­
nota L C S 5 0 > 12/0,15 g/ml). Nicméně významná část dětí vyka­
zovala rozdílnou in vitro citlivost na P R E D / D E X (21 dětí; 30%). 
Deset pacientů (14%) bylo senzitivních na P R E D a rezistentních 
na D E X a l l (16%) bylo rezistentních na P R E D a rezistentních 
na D E X (Obr. 1). 

3) Účinek kryoprezervace C C R F - C E M buněk na protinádo­
rovou chemoterapii in vitro 
I když jsme potvrdili signifikantní korelaci P R E D a D E X L C S 5 0 
na leukemických buňkách od našich pacientů, byla zde část paci­
entů s rozdílnou senzitivitou na P R E D versus D E X . To odporo­
valo dříve publikovaným údajům (12,13). Pokud budeme analy­
zovat obě tyto práce, zjistíme, že experimenty byly provedeny 
s kryoprezervovanými a dlouho transponovanými buňkami paci­
entů, zatímco v naší studii byly použity pouze čerstvě izolované 
buňky. Na modelu T-lymfoblastické buněčné linie C C R F - C E M 
jsme dokázali, že kryoprezervace snižuje (p<0.01) P R E D rezi­
stenci v porovnání s lékovou rezistencí analyzovanou na čerstvě 
získaných buňkách. K našemu překvapení rozdílná hodnota L C S 5 0 
na čerstvých a kryoprezervovaných buňkách nebyla pozorována 
mezi dalšími protinádorovými léky (DEX, vepesid, daunorubicin, 
vincristin, L-asparagináza, cytarabin, 6-TG, mitoxantron, fluta-
rabin, cisplatina, cladribin). Předpokládáme, že vysvětlením toho­
to jevu by mohlo být odlišné zpracování leukemických buněk 
v našich (čerstvé buňky) a jiných studiích (kryoprezervace nebo 
dlouhotrvající transport), čehož následkem je zvýšená senzitivita 
kryoprezervovaných nádorových buněk na P R E D . Předpokládá­
me, že možným vysvětlením této skutečnosti by mohl být defekt 
energetického metabolizmu kryoprezervovaných nebo dlouho 
transponovaných buněk, který vede ke snížení intracelulárního 
A T P - zdroje energie pro buněčné lékové transportéry (Pgp, M R P 
aj.). Opakovaná manipulace s buňkou může být rovněž příčinou 
snížené vnímavosti na P R E D indukovanou apoptózu. 
Námi identifikovaná podskupina pacientů (30%) s odlišnou in vit­
ro vnímavostí na P R E D v porovnání s D E X nebyla jinými auto­
ry potvrzena. Naše původní doporučení - respektovat individuál­
ní in vitro vnímavost na GCs při konstrukci nových léčebných 
režimů nezůstalo dlouho bez odezvy. V novém protokolu pro léč­
bu kojenecké A L L ( I N T E R F A N T 99 - R. Pieters) je P R E D 
v týdenní cytoredukční fázi nahrazen D E X , který je podáván až 
do konce redukce (8.- 34. den). Identickou úpravu indukční čás­
ti nového protokolu A L L - B F M 99 použil i H. Gadner. Následná 
aplikace obou forem GCs j iž v průběhu indukce by měla podstat­
ně eliminovat obě podskupiny blastů. Ve většině stávajících pro­
tokoluje glukokortikoidem první volby prednizon adexametazon 
je zařazen do léčebného plánu až ve fázi reindukce (zkrácená for­
ma indukce kde P R E D je nahrazen D E X ) . Hlavním významem 
nové léčebné strategie je časné zařazení (střídání) obou forem 
GCs v době (indukce), kdy leukemické buňky jsou stále ještě pří­
tomny ve větším objemu. 

ZÁVĚR 
Na prvním místě by se in vitro analýza buněčné lékové rezisten­
ce měla stát prognostickým faktorem, který může být využit pro 
stratifikaci pacientů s leukémií do rizikových podskupin 
a k následné adaptaci chemoterapie ve vztahu k riziku selhání. 
Dobré prognostické faktory jsou vzácné u A M L . Některé chro-
mozomální abnormality [/invl6, t(15;17) a t(8;21)/] mají pro­
gnostickou významnost, ale vyskytují se jen u minority pacientů 
s A M L . Nicméně před prohlášením lékové rezistence za nezávis­
lý prognostický faktor u dětské A M L , by měla být provedena mul­
tivariační analýza i dalších potenciálních prognostických fakto­
rů. Využití analýzy lékové rezistence se nabízí při individualizaci 
(„ušití na míru") chemoterapie nebo konstrukci léčebných reži­
mů pro různé podskupiny pacientů. Tato koncepce je založená na 
skutečnosti, že léková rezistence je odlišná mezi jednotlivými pod­
skupinami A M L (např. určené podle F A B klasifikace). Na uve­
deném přehledu u dětí s A L L je dostatečně dokumentováno, že 
prognosticky signifikantní vazby mezi lékovou rezistencí a někte­
rými klinickými/laboratorními znaky (věk, imunofenotyp nebo 
D N A ploidie), dnes umožňují určit pro jednotlivé podskupiny 
pacientů tzv. profil rezistence. Na základě tohoto in vitro profilu 
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rezistence může být chemoterapie přizpůsobená pro jednotlivé 
podskupiny nebo i pro individuálního pacienta. Henze a spol.(3) 
tento princip stratifikace sice potvrdili ve skupině dětí s A L L 
s vysokým rizikem relapsu, ale léčebné výsledky dětí léčených 
standardním protokolem nebyly významně horší. Za racionální 
léčebný postup u těchto pacientů, u kterých špatná prognóza není 
způsobená pouze špatnou vnímavostí na chemoterapii se dnes 
považuje využití in vitro analýzy lékové rezistence při výběru 
kombinace cytostatik pro paliativní léčbu. M T T test lze rovněž 
s úspěchem aplikovat pro výběr vhodných pacientů pro fázi II kl i­
nických testů s novými protinádorovými léky, ale i pro jejich 
samotný screening. 
Rozhodujícím cílem výzkumu in vitro lékové rezistence je další 
zlepšení léčebného úspěchu dětských nádorových onemocnění 
nejenom z pohledu účinnosti, ale i s ohledem na možné nežádou­
cí účinky. 
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VYUŽITÍ BUNĚK ZÍSKANÝCH Z MALIGNÍCH VÝPOTKŮ K VEDENÍ LÉČBY PACIENTŮ 
S POKROČILÝM NÁDOREM 
USE OF MALIGNANT EFFUSIONS FOR GUIDANCE IN THE TREATMENT OF ADVANCED 
CANCER 
KRÁSNÁ L. 1-2, MATOUŠKOVÁ E. 2 , JANOUŠEK M . 3 , DUDORKINOVÁ D. 4, P E T R U Ž E L K A L . 1 

1 ONKOLOGICKÁ KLINIKA VFN A l .LF UK, PRAHA 
2 ÚSTAV MOLEKULÁRNÍ GENETIKY AV ČR, PRAHA 
3 GYNEKOLOGICKO-PORODNICKÁ KLINIKA V F N A 1. LF UK, PRAHA 
4 PATOLOGICKO-ANATOMICKÝ ÚSTAV V F N A 1. LF UK, PRAHA 

Souhrn: Bylo zpracováno 34 břišních a 24 hrudních výpotků pacientů s nádorovým onemocněním. U jedné čtvrtiny z těchto výpotků 
byla cytologicky potvrzena přítomnost maligních buněk. Byla vypracována metoda k jejich izolaci od příměsných benigních elemen­
tů. U 11 břišních a 6 hrudních výpotků umožnilo izolované množství nádorových buněk provedení MTT testu chemorezistence vůči 
cytostatikům. Většina provedených testů sloužila k vývoji metodiky a k upřesnění in vitro kritické koncentrace cytostatik, při které 
dochází k manifestaci cytotoxických účinků. Předběžné výsledky ukazují, že citlivost nádorových buněk vůči cytostatikům in vitro je 
jejich další biologickou charakteristikou závislou pravděpodobně na stádiu nemoci a předchozí léčbě. Vyvinutá metodika nyní slouží 
k získávání dalších dat, která umožní ověřit, zda existuje korelace mezi odpovědí izolovaných buněk v in vitro testu a léčebnou odpo­
vědí in vivo. 
Klíčové slová: maligní výpotek, 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 
possibility of using isolated malignant cells to guide the treatment of oncology patients. Malignant cells were cytologically confirmed 
in 25% of the examined effusions. A method to isolate these cells devoid of benign cells was developed. The in vitro MŤT 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 were effi­
cient in vitro. Preliminary results show that the in vitro sensitivity/resistance of malignant cells to cytostatic agents is case-dependent 
and depends on the stage of the disease and previous treatment of the patient. 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, MTT test of chemoresistance in vitro 

tvod 
Nádorová onemocnění jsou charakterizována širokou variabilitou 
klinického vývoje. Průběh neléčeného onemocnění lze předpo­
vědět pomocí prognostických faktorů. Volba účinné systémové 
léčby je založená na využití prediktivnlch faktorů, které umožní 
identifikovat nemocné jež budou mít ze stanoveného postupu nej­
větší prospěch. Snahy onkologů o úspěšnou léčbu nádorových 
onemocnění proto vedou k trendu individualizace léčby pacientů 
s využitím biologických vlastností nádorů, detekovatelných díky 
rychlému vývoji molekulárně-biologických metod. Jednou 
z nepříznivých vlastností nádorových buněk, která může limito­
vat terapeutickou odpověď pacienta, je původně geneticky pod­
míněná či v průběhu léčby získaná rezistence buněk vůči chemo-
terapeutickému agens. Jenom na úrovni buňky je mnoho 
mechanizmů, které mohou tuto rezistenci navodit. Je to snížený 
vstup či zvýšené vylučování cytostatika buňkou, snížená schop­
nost aktivace či zvýšená schopnost inaktivace léku buněčným 
enzymatickým mechanizmem, snížená či zvýšená hladina cílo­
vého enzymu v buňce, či jeho změněná struktura, zvýšená schop­
nost opravy lékem navozené D N A poruchy, změna v apoptotic-
ké signální dráze a další (pro přehled viz Tannock et al. 1998 ). 
Pomocí molekulárně biologických metod lze dneska tyto jednot­
livé poruchy detekovat. Nabízí se však možnost detekovat rezi­
stenci, podmíněnou na buněčné úrovni, jediným testem a to pří­
mým testem chemorezistence maligních buněk in vitro. Existuje 
několik způsobů testu chemorezistence in vitro o jejichž před­
nostech i nedostatcích bylo napsáno j iž mnoho článků (Bellamy 
1992, Fruehauf 1993, Von Hoff 1990a, Wrisenthal 1991, Cree IA 
et al. 1997 a řada dalších). Z praktického hlediska je nejvýhodnější 
M T T test chemorezistence (Black et al. 1954, Carmichael et al. 
1987). Je založený na testování viability buněk, které byly vysta­
vené působení cytostatik. Mitochondriální enzym sukcinyl dehyd-
rogenáza viabilnlch buněk redukuje žlutou tetrazoliovou sůl na 
tmavě modré, ve vodě nerozpustné krystalky. Po rozpuštění těch­
to krystalků lyzačním roztokem je spektrofotometricky měřená 
optická denzita roztoku ukazovatelem množství přežívajících, 
resp. metabolicky aktivních buněk. Nedostatkem M T T testu je, 
že nedokáže odlišit metabolickou aktivitu příměsných benigních 
buněk v kultuře a že nedokáže rozeznat buňku dočasně metabo­
licky inaktivní (cytostatický účinek léku) od trvale inaktivní, defi­
nitivně poškozené buňky (cytotoxický účinek). Obecně může tes­
tování chemoterapeutik in vitro selhávat zejména na těchto 
klíčových krocích: izolace a identifikace nádorové buněčné popu­

lace pro in vitro test, uchování aktivity chemoterapeutik in vitro 
a použití takové koncentrace a délky expozice cytostatik in vitro, 
které by simulovali podání léku in vivo. 
V systémové chemoterapii nádorových onemocnění se standard­
ně využívají v klinických studiích ověřené režimy. Při selhání léč­
by první, druhé, nebo vyšší řady je výběr chemoterapie omezen 
a volba léčby není standardně určena. 
U části nemocných se recidiva manifestuje maligním výpotkem. 
Cílem této práce proto bylo prozkoumat možnost použití buněk 
izolovaných z maligních výpotků těchto pacientů k vedení jejich 
další léčby. 
V tomto článku přinášíme metodiku naší práce, kterou vyvíjíme, 
konzultujeme a upravujeme j iž delší dobu a naše experimentální 
výsledky a zkušenosti za první rok. Diskutujeme jejich výpověd­
ní hodnotu. 

Metody 
Izolace maligních buněk z výpotků 
Výpotky byly získané standardně provedenou hrudní či břišní 
punkci nemocných onkologické kliniky či gynekologické kliniky 
V F N a 1 . L F U K . Prvních 500 ml punkto váné tekutiny bylo zachy­
ceno sterilně do infusní láhve. Vzorek punktátu byl zaslán ke stan­
dardnímu cytologickému vyšetření. Výpotek byl do zpracování 
skladován v pokojové teplotě, v případě že šlo o hemoragický, 
nebo vysoce viskózní výpotek, bylo do něj přidáno 5-10 ml Hepa-
rinu 25-500 tis. m. j. Po centrifugaci výpotků při 150 g byl sedi­
ment promytý v proplachovacím médiu a opět centrifugo ván. Sedi­
ment byl resuspendován v malém objemu kultivačního média, 
opatrně nanesen na vrstvu Percollu (Pharmacia Fine Chemicals) 
o hustotě 1,05 g/ml. Poté proběhla gradientova centrifugace 10 
min při otáčkách 2000 g. Po skončení centrifugace byl viditelný 
na dně kónické zkumavky sediment erytrocytů a bílých krvinek. 
Na rozhraní Percollu a média byl v případě přítomnosti maligních 
buněk ve výpotků vytvořen bílý prstenec. Ten byl izolován hru­
bou sterilní jehlou (0,9x70 mm, Braun) a zbaven zbytků Percollu 
promytím v proplachovacím médiu a centrifugaci. V případě 
masivní hemorágie byla procedura s Percollem opakována 2-3-
krát. Po proplachu byly izolované buňky resuspendované v kul­
tivačním médiu, spočítané v Bürkerové komůrce (Meopta) a vzo­
rek byl opět odeslán na cytologické vyšetření. 
Jako kultivační médium bylo používáno R P M I 1640 médium dopl­
něné glutaminem (150 mg/500 ml média, Sevac), antibiotiky 
(penicilin a streptomycin, Biotika), 10% telecího séra (ZVOS 
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Tab.l: Zdroje výpotků vzhledem k původní diagnose nemoci, jejich malignita a využitelnost pro test 

lokalizace nádoru 
ovarium 
pankreas 
kolorektální karcinom 
mléčná žláza 
ledvina 
plíce 
pleura 
žaludek 
žlučník 
játra 
ovarium + mléčná žláza 
neznámy primární nádor 

spolu 

Břišní výpotky 
počet pacientů 

14 
6 
3 
2 
2 

34 

počet maligních výpotků počet úspěšně provedených testů 
3 
2 
0 
1 
0 
0 
0 
1 
2 
0 
1 
? 

12 

3 (Asc 54, Asc 58, A s c 65) 
0 (nedostatek buněk) 

0 
0 (nedostatek buněk) 

0 
0 
0 

1 (Asc17) 
2 (Asc 28, Asc 29) 

0 
0 (nedostatek buněk) 
2 (Asc 18 Asc 22) 

8 

lokalizace nádoru 
miéčná žláza 
ovarium 
neznámy primární nádor 
mléčná žláza + ovarium 
mléčná žláza + endometrium 
endometrium 
pilce 
pleura 
brzlík 
NH lymfom 
liposarkom plicnl metastázy 
spolu 

počet pacientů 
12 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

24 

Hrudní výpotky 
počet maligních výpotků 

7 
1 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
0 

17 

počet úspěšně provedených testů 
3 (PL 6, PE 7, PE 8) 

0 (málo buněk) 
0 (kontaminace; nedostatek buněk) 

0 (málo buněk, sferoidy) 
0 (málo buněk, sferoidy) 

0 (sferoidy) 
1 (PE 22) 
1 (PE 9) 

0 
1 (PE 38) 

0 
6 

Hustopeče), 2% embryonálního telecího séra (Sigma), 0,195% 
NaHC0 3 ,0 ,02 M TES, N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-
ethane sulfonic acid, Serva). Pomocí N a O H bylo pH média upra­
veno na 7,4. 
Jako oplachovací médium bylo používáno H - M E M d médium s 2-
násobně koncentrovanými antibiotiky (penicilin a streptomycin). 
Percoll (Pharmacia), původní koncentrace 1,13 g/ml, byl na koneč­
nou koncentraci upraven naředěnlm standardním solním rozto­
kem (PBS). 
K centrifugaci výpotků byly použité 50 ml sterilní centrifugační 
polypropylénové zkumavky (NUNC) a k vysokootáčkové gradi­
entově centrifugaci byly použité 15 ml steriíní centrifugační poly­
propylénové zkumavky (NUNC). Percoll tvořil 2,5 ml objemu, 
na to bylo opatrně naneseno 10 ml buněčné suspenze. 
Příprava buněk na test 
Získaná buněčná suspenze byla ředěna v kultivačním médiu na 
koncentraci 5x 105 buněk/ml. Osmdesát ml této suspenze bylo 
pipetováno sterilní špičkou a mikropipetou (Gilson, 100-200 ml) 
do vnitřníchjamek (všechny kromě Al-12,Hl-12,B-G1aB-G12) 
96 jamkové sterilní destičky ( N U N C , dále jenom destička) s kul­
tivační úpravou povrchu jamek. Zevní, prázdné jamky, byly zapl­
něné 100 ml kultivačního média a při měření výsledku byly pou­
žité jako pozadí. 
Aplikace cytostatik 
Cytostatika byla aplikovaná bezprostředně k pipetované buněčné 
suspenzi. Celkový objem cytostatik byl 20 ml. Pro odvození in vit­
ro testované koncentrace byla použita hodnota maximální dosa­
hované plasmatické koncentrace cytostatika v krevní plasmě paci­
entů (peak plasma concentration =ppc), pro přehled jsou uvedeny 
v tabulce č.2. Zásobní roztok v koncentraci 100-násobku ppc se 
ukázal pro většinu cytostatik jako vhodná koncentrace k dlouho­
dobému uskladnění (6 měsíců) při -70 ° C bez poškození aktivity 
látky (Bosanquet 1986, Bosanquet 1996, Hunter et al. 1994, Von 
Hoff DD et al. 1983, Weisenthal et al. 1983). Ředění cytostatik 
probíhalo bezprostředně před jejich aplikací do testovací destičky. 

V každém řádku (vyjma prvního A1-12 aposledního H1-12) byla 
testována účinnost jednoho cytostatika v různých koncentracích. 
Maximální testovaná koncentrace chemoterapeutika byla rovněž 
přidána k první jamce svého řádku, bez buněk, aby při vyhodno­
cování testu bylo možno odečíst změnu optické denzity, kterou 
způsobuje cytostatikum samotné. Výběr cytostatik se řídil množ­
stvím získaných maligních buněk, histologií původního nádoru 
a předchozí léčbou pacienta. Celkově bylo možno v in vitro systé­
mu testovat tyto cytostatika, které nepotřebují ke své aktivaci jater­
ní enzymatický systém organizmu: doxorubicin, epirubicin, 5-flu­
orouracil, gemcitabin, cisplatina, karboplatina, paklitaxel, 
bleomycin, topotekan, vinblastin, vinkrisun, vinorelbin, dakar-
bazin (po jednohodinové aktivaci na přímém slunečním světle, 
Von Hoff etal. 1990b), etoposid, teniposid, mafosfamid (in vitro 
aktivní analog cyklofosfamidu). Výrobci používaných substancí 
jsou uvedení v tabulce č.2. Po pipetovaní cytostatik byla destička 
jemným zatřesením promíchaná a uchovávaná za standardních 
kultivačních podmínek (37 °C, 3,5% C 0 2 ) po dobu 72 až 96 hodin. 

Tab.2: Používané cytostatika a předpokládaná ppc. 
chemická látka 

bleomycin 
cisplatina 
karboplatina 
doxorubicin 
epirubicin 
5-fluorouracil 
gemcitabin 
vinblastin 
vinkristin 
vinorelbin 
dakarbazin 
topotekan 
paklitaxel 
mafosfamid 
etoposid 
teniposid 

obchodní přípravek a výrobce 
Bleocin, Nippon Kayaku Co Ltd 
Platidiam, Lachema 
Cycloplatin, Lachema 
Doxolem, Medicom International s.r.o. 
Farmorubicin, Farmitalía Carlo Erba 
Fluoro-uracil, Roche 
Gemzar, Lilly France S.A. 
Vinblastin, Gedeon Richter Ltd. 
Vincristin, Gedeon Richter Ltd. 
Navelbíne. Pierre Fabre Oncologie 
Dacarbazin, Lachema 
Hycamtin, Smith Kline Beecham 
Taxol, Bristol Myers-Squibb 
Mafosfamide-L-Lysine, ASTA Medica AG 
Vepesid, Bristol Myers-Squibb 
Vumon, Bristol Myers-Squibb 

předpokládaná ppc 
2µg/ml 
5µg/ml 

20 µg/ml 
0,5 µg/ml 
0,5 µg/ml 
30 µg/ml 
30 µg/ml 
1 µg/ml 

0,5 µg/ml 
2 µg/ml 
15 µg/ml 
1 µg/mll 

10 µg/ml 
1 µg/ml 

40 µg/ml 
20 µg/mll 
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Příloha č.3: 
PE 6 821etá pacientka, karcinom prsu diagnostikován v prosinci 1997 ve stádiu T4N2M1 (postižení 
nadklíčkových uzlin). Do srpna 1998 nemoc stabilizovaná podáváním Tamoxifenu. Při lokoregionální 
progresi pak horrnonoterapie změněna na Arimidex. V březnu 1999 se objevil hydrothorax (z tohoto 
výpotku izolován vzorek PE 6), pacientka za několik dní umřela po embolizaci do plic. 
PE 7 - 66letá pacientka s duktálním, invazivně rostoucím karcinomem prsu po ablaci a exenteraci uzlin 
v roce 1987. Absolvovala adjuvantní chemoterapii C M F (6 cyklů) a lokoregionální aktinoterapii. V 
roce 1996 pro suspektní recidivu (plicní nález) pokračovala chemoterapií F A C a hormonoterapií Tamo-
xifenem. V březnu 1999 nález na plicích progredoval, objevil se fluidothorax, došlo k celkovému zhor­
šení stavu. Brzo po evakuaci výpotku (PE 7) došlo k úmrtí pacientky. 
PE 8 - 471etá pacientka po ablaci prsu pro karcinom v únoru 1995 (pT2 NO M0). Adjuvantně podaná 
chemoterapie C M F . V únoru 1999 relaps nemoci s postižením měkých tkání v oblasti nadklíčku, hyd­
rothorax. Jeho evakuací byl získán vzorek PE 8, malignita výpotku cytologicky potvrzena. Pacientka 
zahájila chemoterapii F A C , na které došlo ke kompletní regresi nemoci. Od jejího skončení sledována, 
bez známek nemoci. 
Asc 17 - 56letý pacient s karcinomem žaludku po gastrektomii v březnu 1998, s infiltrovanými peri-
gastrickými uzlinami, místy s extrakapsulárním šířením. Absolvoval pooperačně chemoterapii E L F 6-
krát. Od listopadu 1998 pokračoval chemoterapií F U F A do února 1999. V březnu 1999 přichází na naší 
kliniku s recidivou procesu v břiše, sahající až do malé pánve a s břišním výpotkem. Jeho evakuací byl 
získán vzorek Asc 17. Tumorózní masa způsobila oboustrannou hydronefrózu, pro kterou nebylo mož­
né pokračovat v chemoterapii. 

Na uvedených grafech je výsledek testu rezistence nádorových buněk vůči doxorubicinu (doxo), 5-fluo-
rouracilu (5-FU), gemcitabinu (gem), cisplatina (cisPt) a paklitaxelu (ptx). Na ose x jsou v logaritmic­
kém měřítku vyneseny koncentrace, ve kterých byly látky testovány (jako násobek ppc). Na ose y je vyne­

seno procento viabilních buněk. 
Legenda u grafu Asc 17 je společná 
pro všechny čtyři grafy. Rezistence 
buněk vzorku PE7 a Asc 17, které pat­
řili více předléčeným pacientům, je 
znatelně vyšší. Buňky PE 8 jsou in 
vitro citlivé vůči doxorubicinu i 5-flu-
orouracilu, viabilita buněk v těchto 
substancích klesá již při nízkých kon­
centracích. Analogicky tomu paci­
entka reagovala na chemoterapii 
F A C kompletní regresi nemoci. 

M T T test 
Po skončení inkubace buněk s cytostatiky (72-96 hod) bylo do 
každé jamky přidáno 10 ml M T T roztoku (3-[4,5-dimeťhylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma), čerstvě při­
praveného v koncentraci 5 mg/ml P B S a filtrovaného přes 0.2 mm 
filtr (Mi l l ipore) . Po 6 hodinách inkubace v 37 °C a 3.5% C O , by la 
pod invertovaným mikroskopem s fázovým kontrastem ( O l y m ­
pus C K 2 ) hodnocena v každé jamce přítomnost buněk, je j ich via­
bi l i ta a důsledně zkontrolováno jes t l i nedošlo ke kontaminaci 
jamek (bakteriální č i kvas inková kontaminace, mikroskopicky 
dobře detekovatelná, má zásadní v l i v na výslednou optickou den-
zitu jamky, ve které se nachází). Všechny odchylky by ly pečlivě 
zaprotokolovány a brány v úvahu př i hodnocení testu. Poté by lo 
do každé jamky přidáno 100 ml 10% lyzačního roztoku S D S (Lau-
ry l sulfate, Sigma) s pH upraveným pomocí N a O H na 5.3. Destič­
ka by la dále kult ivována přes noc při 37 ° C. Po skončení inku­
bace byla změřena optická denzita všech jamek v E L I S A readeru 
( M R 700, Dynatech) při vlnové délce 550 nm a pozadí 630 nm. 
Vyhodnocení testu 
Získané hodnoty optické denzity jednot l ivých jamek byly grafic­
ky zpracovány v programu Microsof t E x c e l . Na ose x by ly zazna­
menány koncentrace testovaných cytostatik v jej ich relativní hod­
notě (násobek ppc), na ose y procento v iabi lních buněk. Procento 
v iabi lních buněk bylo vypočteno jako podí l optické denzity v tes­
tovací jamce a optické denzity v jamce bez př í tomných cytosta­
tik. Od obou hodnot bylo odečteno pozadí - optická denzita jamek, 
ve kterých bylo jenom médium, M T T a S D S . Od testovací jamky 
s maximální koncentrací cytostatika bylo odečteno i pozadí cyto­
statika, tj optická denzita jamky, ve které bylo k médiu přidáno 
jenom cytostatikum v této maximální testované koncentraci. V pří­
padě doxorubicinu bylo nutné takto korigovat optickou denzitu 
všech jamek s výslednou koncentrací cytostatika vyšší než je 
1xppc. U ostatních cytostatik b y l jej ich v l i v na výslednou optic­
kou denzitu jamek zanedbatelný. 

Výsledky 
V průběhu zhruba jednoho roku bylo pro další zpracování získá­
no 34 břišních a 24 hrudních výpotku. Přítomnost mal igních ele­
mentů by la cytologicky potvrzena u 10 břišních a 17 hrudních 
výpotku. Dostatečné množství maligních buněk, potřebné k pro­
vedení testu (500 000 v iabi ln ích buněk na jedno cytostatikum), 
bylo však po centrifugaci 500 ml těchto výpotku získáno pouze 

z 11 břišních a 6 hrudních výpotku. Zejména u hrudních výpotků 
bylo častým problémem po izolaci nádorových buněk jej ich shlu­
kování do velkých, dutých, mnohobuněčných koulí, které bránily 
vytvoření homogenní suspenze těchto buněk a t ím provedení tes­
tu. V případě malého množství nádorových buněk byla z n ich zalo­
žena kultura s úmyslem namnožit tyto buňky a provést test che-
morezistence po jej ich pasáži in vitro. V jediném případě (Asc 29) 
by l pokus o založení kultury úspěšný. V ostatných případech došlo 
většinou k adhezi mal igních buněk na povrch kultivační misky či 
lahvičky a poté j i ž pouze k je j ich degeneraci a buněčné smrti. Po 
někol ika dnech (7-10) došlo ve většině založených kultur k prol i-
feraci příměsných fibroblastů a mezotelií a posléze, po asi 20 dnech, 
k je j ich přemnožení. V tabulce č. 1 je přehled zdrojů výpotku 
a je j ich využitelnosti vzhledem k primární lokal izaci nádoru. 
Na někol ika prvních vzorc ích by ly testovány jenom tři koncent­
race cytostatik ve lmi širokého rozptylu. V ý s l e d n á koncentrace 
b y l a rovná setině, jednonásobku a stonásobku ppc. V případě 
některých substancí, maximální koncentrace, která by la in vitro 
testována, musela být nižší, což bylo dáno koncentrací látky, v jaké 
byla dodávána. Tak 5-fluorouracil by l testován při maximální kon­
centraci 20 xppc, gemcitabin 20 x ppc a cisplatina 10 x p p c . Pak-
litaxel b y l pro svoje vysoce v iskózní vlastnosti testován maxi­
málně v koncentraci 20 xppc. K a ž d á koncentrace by la testovaná 
minimálně ve třech jamkách. 
Výs ledky testů potvrdily, že př i důsledné homogenizaci buněčné 
suspenze je variabilita hodnot optické denzity naměřených v jam­
kách se stejnou koncentrací testovaného agens nízká. V grafech 
v pří loze čís lo 3 je uveden výsledek testování chemorezistence 
izolovaných buněk u čtyř pacientů ( P E 6, PE 7, PE 8 a A s c 17). 
Nádorové buňky by ly kult ivovány v doxorubicinu, 5-fluoroura-
c i l u , cisplatině, gemcitabinu a paklitaxelu ve výše popsaných kon­
centracích. Výs ledek testu ukázal, že buňky izolované z výpotku 
více předléčených pacientů ( P E 7 a A s c 17) vykazují větší rezi­
stenci v ů č i testovaným cytostatikům. M a l i g n í buňky ze vzorku 
PE 8 nejevily in vitro rezistenci v ů č i doxorubic inu ani 5 - F U . 
V korelaci s t ím pacientka, která by la dále léčená chemoterapií 
F A C dosáhla kompletní regrese nemoci. 
Následovalo někol ik testů, ve kterých b y l zvětšen počet testova­
ných koncentrací nejdříve na pět, s každou koncentrací opakova­
nou 2krát. Protože se opět potvrdi l malý rozptyl hodnot výsledné 
optické denzity při stejné koncentraci testovaného cytostatika, b y l 
počet koncentrací jedné testované látky zvýšen na devět. V tom-
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Příloha č.4: 
Asc 18 a Asc 22 (A18, 
A22) - 271etá pacient­
ka, přeložena na naší 
kliniku s primárním 
záchytem nádorového 
onemocnění, které se 
manifestovalo přítom­
ností maligních výpot-
ků - břišního, obou­
stranně hrudního, 
perikardiálního a zvět­
šených subklavikulár-
ných uzlin vlevo. Dne 
13.4.99 byla provedena 
evakuace břišního 
výpotku, z něhož byl 
získán vzorek Asc 18. 
Po jeho evakuaci bylo 
rozhodnuto, pro rych­
lou progresi nemoci 
a zhoršování stavu, 
o aplikaci chemotera­
pie paklitaxel + cispla­
tina. Několik dní po 
aplikaci, 26.4.99, byla 
nutná opakovaná eva­
kuace břišního výpot­
ku, z kterého byl zís­
kán vzorek Asc 22. V 
krátké době došlo 
u pacientky k celkové­
mu metabolickému 
rozvratu a k exitu. 
V každém grafu je 
vynesen výsledek tes­
tování rezistence buněk 
izolovaných z Asc 18 
a Asc 22 k jednomu 
chemoterapeutickému 
agens. Na ose x jsou v 
logaritmickém měřítku 
vyneseny koncentrace, 
ve kterých byly látky 
testovány (jako náso­
bek ppc). N a ose y je 
vyneseno procento via-
bilních buněk. Zajíma­
vý je fakt, že zatím co 
odpověď buněk izolo­
vaných z dvou za 
sebou v krátké době 
(13 dní) následujících 
výpotků na většinu tes­
tovaných látek zůstává 
přibližně stejná, prudce 
stoupá rezistence vůči 
paklitaxelu. 

Pří loha č. 5: 
Asc 28 a Asc 29 - 501etý pacient od května 1999 s nádorem neznámé primární lokalizace, metastazujícím do krčních uzlin vpravo a do jater. V čer­
vnu a červenci 1999 absolvoval dva cykly chemoterapie cisplatina + vepesid, při kterých progrese stavu. Dne 16.8.99 byla provedena evakuace břiš­
ního výpotku, bohatá na nádorové buňky. Z této punkce byl získán vzorek Asc 28. Den po punkci byl aplikován intravenózně doxorubicin v monote-
rapii. 20.8. provedena další punkce břišního výpotku, získán vzorek Asc 29. Exitus nastal druhý den. 
Grafy v příloze číslo 5 ukazují výsledek testování rezistence buněk izolovaných z obou výpotků vůči vybraným cytostatikům (cDDP - cisplatina, 
Doxo - doxorubicin, Taxol - paklitaxel). Na ose x jsou v logaritmickém měřítku vyneseny koncentrace, ve kterých byly látky testovány (jako náso­
bek ppc). Na ose y je vyneseno procento viabilních buněk. Rovněž jako v předešlém případě došlo k indukci rezistence buněk vůči, jinak in vitro vel­
mi účinnému, paklitaxelu. V tomto případě j iž bylo testováno 9 koncentrací v rozmezí 0,01 až 100 xppc, každá koncentrace pouze jedenkrát. 



Příloha č. 6: Grafy ukazují výsledek testování rezistence buněk izolovaných z břišních výpotků dvou pacientek s ovariálním nádorem. V prvním 
případě byly izolované buňky označené Asc 54. Ve druhém případě, Asc 58, izolované množství buněk umožnilo provedení testu se stejnými látkami 
opakovaně. Na ose x grafů je zaznamenána koncentrace testovaných látek v relativní hodnotě, jako násobek jejich ppc. Na ose y je zaznamenáno pro­
cento viabilních buněk po kokultivaci s testovanou chemickou látkou (gem - gemcitabin, mafos - mafosfamid, cisDDP - cisplatina, CarboPt - kar­
boplatina, paklitx - paklitaxel, topo - topotekan). Je možné pozorovat, že odpověď buněk Asc 58 je v obou případech (Asc 58A a Asc 58B) stejná 
a liší se od odpovědi buněk Asc 54. 

to provedení j i ž pak nebylo možno testovat více jamek stejné kon­
centrace. 
V grafech v pří loze čís lo 4 a 5 je výsledek testu s pěti (č.4) a deví­
ti (č.5) koncentracemi testovaných látek provedeného na buňkách 
z ískaných z opakované břišní punkce dvou pacientů. V obou pří­
padech šlo o vysoce pokroči lé nádorové onemocnění, málo před­
léčené, nereagující na podanou chemoterapii. V obou případech 
mezi evakuací prvního a druhého výpotku došlo k apl ikaci 1 cyk­
lu chemoterapie. Zaj ímavý je proto fakt, že v obou případech došlo 
u nádorových buněk z druhého výpotku k " i n d u k c i " resistence 
vůči paklitaxelu, látce, vůči které většina testovaných buněk in 
vitro byla vysoce ci t l ivá. 
V další sérií testů bylo na základě výsledků předchozích testů vybrá­
no užší rozmezí testovaných koncentrací. P r o většinu cytostatik je 
testována 0,5 až 50-násobná koncentrace ppc, v tomto rozmezí je 
testováno 8 koncentrací. Pro cisplatinu je testováno 6 koncentrací 
v rozmezí 0,5 až 20-ti násobku ppc a pro paklitaxel 8 koncentrací 
v rozmezí 0,05 až 20-ti násobku námi uvažované ppc koncentra­
ce. V tomto uspořádání b y l i zatím provedené čtyři poslední testy 
(Asc 54, A s c 58, A s c 65 a PE 38). V případě výpotku ovariálního 
nádoru A s c 58 nám dostatek izolovaných buněk umožni l provést 
dva na sebe nezávisle testy se stejnými koncentracemi stejných 
chemoterapeutických látek. V příloze čís lo 6 lze opět vidět, že dvě 
odlišné buněčné kultury A s c 5 4 a A s c 58 se liší svou odpovědí na 
testované koncetrace cytostatik, zatím co pro opakované provede­
ní testu se stejnou buněčnou kulturou zůstavává odpověď stejná. 

Diskuse 
Testování chemoterapeutik in vitro zahrnuje mnoho kroků, jej ichž 
nesprávné provedení či interpretace může vést k selhání celého 
testu. P ř i testování nádorové buněčné populace získané rozvol-
něním sol idních nádorů je prvním problémem j i ž získání dosta­
tečně velkého vzorku, který lze použít pro in vitro test. M a l i g n í 
výpotky j sou z tohoto pohledu lehce dostupným zdrojem nádoro­
vé buněčné populace. V našem souboru jen asi čtvrtina výpotků 
obsahovala dostatečné zastoupení nádorové populace. Izolace 
těchto buněk z příměsných benigních elementů (erytrocyty, gra-
nulocyty, malé i velké monocyty, mesotelie, často i degenerova­
né, fibroblasty) je do určité míry možná pomocí gradientově cent-
rifugace v Percol lu. Přesto je nesporné, že část benigní populace 
zůstává i po opakovaném pročištění suspenze přítomná. Z každé 
izolované a pročištěné buněčné suspenze j sme zakládali souběž­
ně buněčnou kulturu. K proliferaci benigních elementů docháze­

lo až po 7-10 denní pokojové fázi. K ovl ivnění výs ledků testu pro­
vedeného v prvních 3-5 dnech po izolac i buněk teda může dojít 
jedině v případě, že je zastoupení benigních buněk i po i zo lac i 
významné. Zůstává proto nezbytným ověření procentuálního 
zastoupení v iabi lních nádorových buněk v izolované buněčné sus­
penzi a v ideálním případě rovněž v negativní kontrole (nevysta­
vené žádnému cytostatiku) po skončení testu. Suspenzi s méně 
než 5 0 % zastoupením v iabi ln ích nádorových buněk zcela určitě 
nelze považovat za použitelnou. Tento fakt je o to důležitější, že 
i benigní buněčná suspenze, s kterou b y l in vitro proveden test 
s někol ika cytostatiky měla určitou charakteristickou cit l ivost 
či rezistenci vůči těmto látkám. Z výsledku testu nelze j i ž pak zpět­
ně odečíst jaká populace buněk by la testována. 
Přesto, že M T T test patří k těm testům, jejichž provedení je rela­
tivně jednoduché, zjistili jsme, že pro získání val idních dat je nut­
né při jeho provedení přesně dodržovat určitý postup v některých 
krocích. Buněčná suspenze, která bude v testu použita, musí být 
maximálně homogenní. Proto i v průběhu její aplikace do 96 jam­
kové destičky musí probíhat její neustála resuspendace. Zároveň 
ale tento proces nesmí trvat dlouho, protože proudění vzduchu 
v laminárním boxu (sterilní prostředí je zcela nezbytné) dokáže 
v průběhu zdlouhavé manipulace s otevřenou destičkou zmenšit 
objem suspenze v jamkách až o 10%, co j i ž není zanedbatelné. Totéž 
platí pro následnou práci s cytostatiky, které, pro uchování aktivi­
ty, je vhodné uchovávat koncentrované v -70 °C a ředit až před pou­
ži t ím. Manipulace s n i m i po rozmrazení nesmí být příliš zdlouha­
vá pro jejich vysokou citlivost na světlo a pro možnou změnu jejich 
aktivity. Vynechání krajních jamek pouze pro médium je rovněž 
nevyhnutné, vypařování média z těchto krajních jamek po dobu 
inkubace bylo pozorováno i j i n ý m i autory (Pieters et al. 1990). Doba, 
po kterou je doporučené inkubovat buňky v přítomnosti cytostatik 
se podle různých autorů liší od 1 hodiny ( V o n H o f f et al. 1990b), 4 
hodin (Smith et al. 1990) až po 96 hodin (Bosanquet et al. 1996). Nej­
více používanou dobou, zejména v M T T provedení zůstává 72 
hodin. Př i hodnocení viability buněk považujeme za zcela nezbyt­
né, před z lyzovaním M T T krystalků a s t ím i úp lným z lyzováním 
buněk, aby by l zhodnocen opticky obsah všech jamek. L z e tak pře­
dejít zanesení nespecifických hodnot do výsledku testů. 
V ý b ě r koncentrací, které budou v in vitro testu použité, je dalš ím 
k l í č o v ý m bodem úspěšnosti testu. Kul t ivace nádorových buněk 
v cytostatikách in vitro je v mnohém odlišná od in vivo situace. 
Proto není možné jednoduše odvodit koncentraci pro in vitro tes­
tování od léčebné dávky. Pomocí dosavadních výsledků jsme se 
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snažili zjistit kritickou koncentraci testovaných cytostatik in vit­
ro, tj koncentraci, při které dochází u většiny buněk k manifesta­
ci cytotoxického účinku. Až po získání výsledků testů mnoha roz­
ličných buněčných kultur testovaných v těchto kritických 
koncentracích budeme moci srovnat odpovědi různých kultur 
navzájem a zjistit, zda je možné z výsledku testu předpokládat 
odpověď pacienta na léčbu. 

Závěr 
Cílem práce, která nadále pokračuje, je zjistit, zda je možno buňky 
izolované z maligních výpotků pacientů s pokročilým nádorovým 
onemocněním použít k vedení jejich další léčby. Z předběžných 
výsledků experimentů lze tvrdit následující: (1.) Maligní výpotky 
(s cytologicky potvrzenou přítomností nádorových buněk) jsou cen­
ným zdrojem nádorových buněk, které lze dále použít. (2.) Tyto 
maligní buňky lze izolovat od příměsných benigních buněk a tuto 
izolaci opět cytologicky potvrdit. (3.) Jedna z možností použití izo­
lovaných nádorových buněk je testování účinku cytostatik in vitro. 
(4.) Většina cytostatik je aktivní i v in vitro kultivačním systému. 
(5.) Citlivost izolovaných maligních buněk na jednotlivá cytostati­
ka in vitro je měřitelná pomocí testování viability buněk po jejich 
expozici testované látce. (6.) Odpověď buněčných kultur na testo­
vaná cytostatika je pro ně charakteristická (opakování testu vede ke 
stejným výsledkům) a odlišuje je od jiných buněčných kultur. 
Je třeba získat ještě další srovnatelné data k ověření těchto hypo­
téz: (1.) Odpověď maligních buněk na cytostatika in vitro je ovliv­
něna stádiem nemoci a lze proto jejich citlivost či rezistenci pova­
žovat za další použitelný diagnostický či prognostický faktor. (2.) 
Z odpovědi maligních buněk in vitro lze analogicky odvodit prav­
děpodobnost odpovědi nádorových buněk in vivo na stejné agens. 
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ANALÝZA CHEMOSENZITIVITY BUNĚČNÝCH LINIÍ MALIGNÍHO PŮVODU 
A PRIMOKULTUR LIDSKÉHO MALIGNÍHO MELANOMŮ NA PANEL 
PROTINÁDOROVÝCH CHEMOTERAPEUTIK 
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MALIGNANT MELANOMA CULTURES TO ANTICANCER DRUGS 
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Souhrn: Ve studii byla hodnocena léková rezistence 12 buněčných linií maligního i normálního původu na panel 7 cytostatik a primo-
kultur maligního melanomů na panel 8 cytostatik v podmínkách in vitro pomocí M T T testu. Vnímavost jednotlivých buněčných linií na 
poškození cytostatiky jsme analyzovali z hlediska histogenetického původu buněk a statusu genu p53. Výsledky ukázaly, že účinek D O X 
a v menší míře D D P , B L E O a V B L je závislý na histogenetickém původu modelových linií s vyšší rezistencí karcinomů než sarkomů. 
Pro 5-FU, M T X a T A X tato závislost prokázána nebyla. Souvislost mezi alteracemi v genu p53 a vnímavostí na cytostatika byla zjiště­
na pouze u 5-FU a V B L . Léková rezistence v primokulturách maligního melanomů byla hodnocena odděleně na buňkách, které po 24 
hodinové kultivaci rostly v suspenzní či adherentní formě. Obě tyto formy dávaly pozitivní reakci s monoklonálními protilátkami (S100, 
H M B , NKI). S výjimkou jedné primokultury s vysokou rezistencí na všechna farmaka byly ostatní explantované buňky citlivé na V B L , 
D D P a D O X . Statistické hodnocení M T T testu prokázalo vyšší rezistenci buněk suspenzních než buněk adherentních. 
Kl íčová slova: Chemosenzítivita in vitro, nádorové linie, maligní 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 M T T 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 D O X , and to a lesser extent of D D P , B L E O 
and V B L , 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 T A X . The relationship between p53 gene alterations and the cell sensitivity to 
cytostatics was found only for 5-FU and V B 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, H M B , N K I ) . 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 V B L , D D P and D O X . Statistic 
analyses of M T T test results revealed higher resistance of melanoma cells growing in suspension comparing to adherent ones. 
K e y words: Chemosensitivity in vitro, malignant cell lines, malignant melanoma 

Úvod 
V souvislosti s m o ž n ý m zlepšením léčby zhoubných nádorů je 
v poslední době středem pozornosti testování c i t l ivost i nádoro­
v ý c h explantátu in vitro a určení optimální léčby pro daného 
nemocného. C í l e m je vyřadit málo nebo neúčinná farmaka, která 
mohou pacienta poškodit a dokonce mohou s v ý m i mutagenními 
účinky vést k d iverz i f ikaci nádorové populace, a tak negativně 
ovl ivňovat b iologické chování nádoru např. selekcí rezistentních 
k l o n ů nádorových buněk. 
V naší studii jsme se orientovali na hodnocení lékové rezistence sta­
bilizovaných lidských buněčných linií maligního a normálního půvo­
du na panel vybraných protinádorových chemoterapeutik. Analyzo­
val i jsme souvislost mezi buněčným poškozením cytostatiky, 
histogenetickým původem buněk a statusem genu p53. Tento supre-
sorický gen se významně podílí na regulaci buněčné odpovědi na 
poškození D N A , která zahrnuje zastavení buněčného cyklu v G1 fázi, 
aktivaci reparačních a apoptotických mechanismů. Je známo, že u vět­
šiny lidských nádorů jsou tyto fyziologické procesy defektní a že kro­
mě řady j iných faktorů se na těchto patologických disregulacích podí­
lejí mutace v genu p53. Tyto genetické změny jsou převážně„missence 
mutace" v jedné alele, které mohou mít za následek tvorbu nefunkč­
ního proteinu, jeho overexpresi, která je detekovatelná u více jak 50% 
lidských neoplasií. Vzácné jsou delece nebo terminální mutace v obou 
alelách genu p53, chrakterizované jako „nul l phenotype". 
V k l in ické části práce jsme hodnoti l i cit l ivost respektive rezistenci 
primokultur l idského metastatického maligního melanomů. D ů v o ­
d e m volby tohoto modelu b y l a skutečnost, že právě tento nádor 
vykazuje největší rezistenci a v diseminovaném stádiu nereaguje 
prakticky na žádné ze standardních chemoterapeutik. D r u h ý m , 
neméně podstatným důvodem byla možnost získat relativně homo­
genní vzorek nádorových buněk s minimální kontaminací buňka­
mi pojivové tkáně a definovat imunocytochemicky je j ich původ. 

Metody 
Buněčné kultury 
C e l k e m jsme testovali 12 l i d s k ý c h buněčných l i n i í různého his­
togenetického původu a z n á m ý m statusem v genu p53. Charak­
teristika buněčných l i n i í je v tabulce 1. 

Všechny buněčné l in ie b y l y kult ivovány v D M E M médiu ( G i b -
co, U S A ) s př ídavkem 10% fetálního telecího séra a inkubovány 
př i 37°C v atmosféře s 5% C 0 2 

Explantoval i j sme 20 mal igních melanomů, ale pouze 8 mohlo být 
testováno. Pr imární kultura mal igního melanomů v metastatic-
k é m stádiu b y l a získána z metastatické lymfatické uz l iny s masiv­
ní infiltrací nádorem. Z této uz l iny se v e l m i snadno, pouze mecha­
n i c k ý m rozvolněním, izolují nádorové buňky bez nutnosti použít 
proteolytické enzymy, o n i c h ž se domníváme, že m o h o u vedle 
řady dalších faktorů, být př íč inou změněného biorytmu buněčné 
populace, zejména v časném stádiu kult ivace in vitro. B u ň k y b y l y 
po explantaci někol ik dnů kult ivovány, aby se adaptovaly na pod­
m í n k y in vitro a vstoupily do buněčného c y k l u . Před M T T testem 
jsme imunocytochemicky pomocí 3 monoklonálních protilátek S-
100, N K I a H M B specif ických převážně pro melanocyty a mela-
noblasty ověř i l i , že pr imokultura je v íce než 80-90% zastoupena 
nádorovými buňkami. 

Cytostatika 
V práci j sme hodnoti l i účinnost 8 vybraných cytostatik s r ů z n ý m 
mechanismem účinku. Použité koncentrace j sme v o l i l i na zákla-

Tabulka 1: Charakteristika buněčných Unií. 

Název linie 

MRC5 
MCF7 
ZR75 

MDA-MB-231 
BT474 
BT549 
T47D 

SKBR3 
HT29 

SKUTI 

HOS 
HS913T 

Histogenetický původ 

diploidní fibroblasty 
karcinom prsu 
karcinom prsu 
karcinom prsu 
karcinom prsu 
karcinom prsu 
karcinom prsu 
karcinom prsu 

karcinom tlustého střeva 
leiomyosarkom 

osteosarkom 
fibrosarkom 

Status genu p53 
wt 
wt 
wt 

280 Arg>Lys 
285 Gly>Lys 
249 Arg>His 
194Leu>Phe 
175 Arg>HiS 
273 Arg>His 
175 Arg>His 
248 Arg>31n 
156 Arg>Pro 

deletovaný p53 
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Obrázek 1. Primokultura maligního melanomu v adherentní fázi - četné 
pseudopodie. Melanoblasty charakterizované pozitivní imunocytoche-
mickou reakcí s M A b S100, vizualizace alkalickou fosfatázou. (x500) 

Obrázek 2. Suspenzivní primokultura maligního melanomu s charakte­
ristickým kulovitým tvarem, vícejadernými buňkami a povrchově adhe-
rujícími krevními mononukleáry. Imunocytochemie s M A b S100, vizua­
lizace alkalickou fosfatázou. (x500) 

Obrázek 3. Suspenzivní primokultura maligního melanomu. Buňky kulo­
vité morfologie s četnými mitózami, prominentními jadérky a s výraznou 
povrchovou adherencí krevních mononukleárů. Imunocytochemie s M A b 
S100, vizualizace alkalickou fosfatázou. (x500) 

dě literárních údajů o koncentracích používaných v těchto in vit­
ro testech . Koncentrace cytostatik pro testy na explantovaných 
maligních melanomech byly stejné jako u testů na buněčných lini­
ích. Navíc byl testován dakarbazin (DTIC), jako standartně pou­
žívaný lék pro léčbu maligního melanomu. Přehled cytostatik včet­
ně jejich zkratek a použitých koncentrací uvádí tabulka 2. 

Test chemosenzitivity MTT 
M T T test je založený na redukci rozpustných tertazoliových solí 
na nerozpustný formazan mitochondrialními enzymy a vlastně 
hodnotí ireverzibilní poškození buněk. Pro stabilizované linie jsme 
připravili buněčnou suspenzi trypsinací, zatímco v případě pri­
márních kultur maligního melanomu byla buněčná suspenze při­
pravena bez použití trypsinu, pouze mechanickým uvolněním ze 
dna misek. Do 96 jamkových destičekjsme nasadili 104 buněk na 
jamku v celkovém objemu 200 µ1 včetně cytostatik. Každá kon­
centrace byla testována ve 4 paralelních jamkách. Pro každou linii 
jsme jako kontrolu nasazovali identickou buněčnou kulturu bez 
cytostatik. Buněčné suspenze byly kultivovány v C 0 2 termosta­
tu 48 hodin. Po této době byly buňky inkubovány 4h s 20 µl 3-4,5 
dimethylthiazol-2,5 diphenyl tetrazolium bromid (5mg MTT/ml 
v PBS, pH 7). Následovala centrifugace destiček 5 minut při 
4000 rpm a odstranění supernatantu. Do každé jamky se přidalo 
200 µl dimethyl sulfoxidu (DMSO) a absorbance výsledného pro­
duktu se měřila při 580 nm. 

Statistické hodnocení 
Základní analýza primárních dat je založena na běžných meto­
dách exploratorní analýzy. K srovnání dvou nebo více pokusných 
variant byl použit standardní t-test a analýza rozptylu jednocest-
ného třídění při splnění všech nezbytných předpokladů (homoge­
nita rozptylu, normalita rozložení). Korelační vztahy proměnných 
byly testovány neparametrickou metodou Spearmanovy pořado­
vé korelace. 

Výsledky 
Studie na buněčných liniích 
Výsledky M T T testu umožnily rozdělit cytostatika podle účinnosti 
do následujících tří skupin: a) farmaka s velmi malým cytotoxic­
kým účinkem - M T X a B L E O se 70-100 % přežívajících buněk, 
b) farmaka se středním účinkem - T A X , D O X a 5-FU s 30 - 70 % 
přežívajících buněk, c) farmaka s vysokou cytotoxicitou - D D P 
a V B L s 10-30 % přežívajících buněk. Jsme si vědomi, že toto 
třídění nelze zobecnit a platí pouze pro tento konkrétní soubor linií. 
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tato závislost patrná i u B L E O a D D P . Do druhé skupiny je mož­
no zařadit pouze 5-FU, jehož cytotoxická aktivita koreluje s muta­
cemi v genu p53. Třetí skupina je zastoupena V B L , jehož účinek 
je závislý jak na původu linie, tak částečně na statusu genu p53, 
což je v protikladu s M T X a T A X reprezentující čtvrtou skupinu. 
U těchto látekjsme neprokázali souvislost účinku se statusem p53 
ani s původem nádorové linie. 
Jak ukazuje obr. 4. a obr. 5., můžeme účinek jednotlivých cyto­
statik v našem testovaném souboru charakterizovat takto: M T X 
má v dané koncentraci velmi malý účinek na většinu linií, který 
není závislý na původu buněčné linie ani na statusu genu p53. 
B L E O vykazuje také velmi malou účinnost na většinu linií, ale 
statistické hodnocení prokázalo vysoce významně zvýšenou účin­
nost tohoto cytostatika na kontrolní nenádorovou l ini i M R C 5 . 
D D P je v aplikovaných koncentracích vysoce cytotoxická s pou­
hými 10 - 20 % přežívajících buněk. Test s D D P je zatížen znač­
nou variabilitou v rámci skupiny karcinomů prsu a kolorekta, kde 
se vyskytují linie jak citlivé, tak rezistentní. Účinek T A X a 5-FU 
není závislý na původu nádorových linií. Sarkomová linie s dele-
tovaným genem p53 (HS913T) však vykazovala na obě tato cyto­
statika významně zvýšenou rezistenci se statistickou významností 
pouze u 5-FU. U D O X jsme prokázali nejzřetelnější závislost mezi 
původem linie a účinkem cytostatika, kde rezistence klesá statis­
ticky významně v následující řadě: normální fibroblasty > karci­
nomy > sarkomy. Status p53 nemá na účinnost D O X konsistent­
ní vliv. Cytotoxicita V B L je závislá jak na původu linie, s výrazně 
vyšší rezistencí karcinomů mléčné žlázy, tak i na statusu p53, kde 
je zřejmá snížená citlivost sarkomů s deletovaným p53. 
V daném experimentálním modelu jsme prokázali, že původ linie 
má větší vliv na účinek cytostatik než status genu p53. 

Studie na primárních kulturách maligního melanomu 
Při mikroskopickém sledování kultur jsme si povšimli, že j iž po 
24 hodinovém transferu do kultivačního média asi polovina buněk 
adheruje a další část roste v suspenzi. Imunocytochemickou ana­
lýzou jsme prokázali, že většina jak adherujících, tak suspenzních 
buněk pozitivně reaguje s kteroukoliv ze 3 monoklonálních pro­
tilátek, a že tedy v kultuře je více jak 90% buněk maligního mela­
nomu. Buňky obou fází však vykazovaly určité odlišnosti. Adhe-
rované elementy měly intenzivní metabolickou aktivitu, ale jen 
sporadické mitózy, naproti tomu buňky suspenzní byly vesměs 
kulovitého tvaru s vysokou mitotickou aktivitou Obr. 1,2. Lze se 
domnívat, že suspenzní frakce obsahuje buňky v pre- a časně 
postmitotické fázi růstu, kdy se buňky zakulacují a mají nízkou 
adherenci k substrátu. Nelze však vyloučit ani přítomnost různých, 
fenotypově a možná i biologicky odlišných buněčných populací, 
čemuž by odpovídaly rozdíly v citlivosti na chemoterapeutika 
mezi adherentními a suspenzními buňkami. 
Zajímavým nálezem bylo ulpívání reziduálních mononukleárů na 
povrchu suspezních buněk Obr. 3. Často jsme nacházeli buňky 
v mitóze s částečnými rozetami lymfoidních elementů. Spekula­
ce o tomto fenoménu je nad rámec tohoto sdělení a závěry budou 
vyžadovat fenotypovou analýzu mononukleárů. To, že explanto-
vaná populace roste ve dvou fázích, může mít význam pro praco-

překvapuje v in vitro podmínkách vysoká citlivost na D D P s výjim­
kou pacientky G.E., ale i na D O X . U citlivých kultur je však mož­
no pozorovat individuální rozdíly v rozsahu buněčného poškoze­
ní. Na jedné straně vysoký stupeň destrukce cytostatiky D D P 
a D O X u nemocných M.J., Č.E. a P.Z., a na straně druhé částeč­
nou rezistenci na obě farmaka u nemocných B . M . a S .M. Překva­
pující je citlivost na V B L , patrná u pacientky C H . L . v obou kon­
centracích a u pacientů M . J . a B . M . v nejvyšší koncentraci. 
Výsledky s ostatními farmaky potvrzují očekávaný vysoký stu­
peň rezistence maligního melanomu. 
Srovnání profilů citlivosti suspenzních a adherentních buněk 
naznačuje, že až na jedinou výjimku tj. primokulturu pacientky 
G.E., jsou rezistentnější suspenzní buňky. Z tabulky 3 je patrný 
trend vyšší rezistence suspenzních buněk se signifikantními roz­
díly ve vyšších koncentracích u V B L , B L E O a 5-FU a v nižších 
koncentracích u D D P , D O X a 5-FU. Přijmeme-li, že suspenzní 
populace je zastoupena převážně buňkami v pre- a časně postmi­
totické fázi, potom naše výsledky jsou v protikladu ke znalostem 
o obecně vyšší in vitro vnímavosti k buněčnému poškození buněk 
v pozdní G2 a M fázi. Zcela atypický případ je kultura nemocné 
G.E. s obecně vysokou rezistencí na všechna farmaka i když jak 
je z grafu zřejmé, jsou buňky adherující rezistentnější než buňky 
v suspenzi. 
Zaměřili jsme se rovněž na posouzení, do jaké míry doba inku-
bace buněk in vitro do provedení testu ovlivní jeho výsledek. Jak 
ukazuje obr. 7. délka inkubace u pacientky G.E. výrazně ovlivni­
la citlivost na cytostatika. Srovnáním 4 a 11 denní kultivace vidí­
me výrazný vzestup citlivých buněk po 11 denní kultivaci ve srov­
nání s 4 denní kultivaci. To pravděpodobně souvisí s počtem 
buněk, které jsou schopny cyklovat a s adaptací na podmínky in 
vitro. Nejde jen o zvýšení citlivosti, ale mění se i stupeň účinnos­
ti jednotlivých cytostatik. 

Diskuse 
Jednu z největších studií vztahu chemorezistence ke genu p53 pro­
vedli O'Connor a spol. Studovali tumor supresorovou dráhu p53 
v 60 liniích N C I (National Cancer Institute) a vztah mezi integri­
tou této dráhy a inhibičním účinkem 123 protinádorových látek. 
39 linií z 58 analyzovaných mělo mutace v genu p53. Tato studie 
ukázala, že linie s imitovaným genem p53 měly tendenci k nižší 
citlivosti na chemoterapeutika v jejichž účinku dominuje interka-
lace, inhibice topoizomerázy I a II a interference s prekurzory nuk-
leových kyselin. Linie s imitovaným p53 genem byly méně citli­
vé k účinku bleomycinu, 5-fluorouracilu a cisplatině. Autoři 
neprokázali závislost chemorezistence na statusu genu p53. 
Naše studie ukázala významně zvýšenou rezistenci fibrosarko-
mové linie s deletovaným p53 (HS913T) na 5-FU a V B L ve srov­
nání s liniemi téže histogeneze nesoucími mutace v p53 (HOS, 
S K U T I ) . V podmínkách in vivo autoři Goto a spol. sledovali na 
souboru osteosarkomů vztah L O H genu p53 k preoperační che­
moterapii a k přežití pacientů. Jejich práce ukázala, že pouze 15% 
nádorů s L O H v p53 je citlivá na preoperační chemoterapii, na 
rozdíl od 64% citlivých nádorů bez L O H v p53. Autoři neproká­
zali souvislost mezi L O H v p53 a délkou přežití nemocných. 
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V experimentálním modelu buněčných linií Fan a spol. prokáza­
li souvislost účinku Cisplatiny na statusu p53 zatímco pro taxol 
a vinkristin tato souvislost prokázána nebyla. Zdá se tedy, že sta­
tus p53 není dominantní pro stupeň buněčného poškození cyto­
statiky ze skupiny inhibitorů mitózy. Souhlasně s výše zmíněnou 
prací jsme nepozorovali souvislost mezi účinností T A X a statu­
sem genu p53, avšak v rozporu s výsledky skupiny Fan jsme ten­
to vztah neprokázali ani pro D D P . 
I když se zdá, že v in vitro modelovém systému hrají alterace 
v genu p53 významnou úlohu v citlivosti na některá Protinádoro­
vá chemoterapeutika, je málo pravděpodobné, že analogické závis­
losti platí i pro in vivo systém. Je třeba si uvědomit, že v modelo­
vých liniích s definovanou mutací/delecí v genu p53 se jedná 
o alteraci homogenně zastoupenou téměř ve všech buňkách, na 
rozdíl od situace in vivo, kdy změny p53 genu jsou popisovány 
pouze u určitého procenta nádorových buněk. Nicméně to nevy­
lučuje, že znalost statusu p53 explantovaného nádoru může zpřes­
nit interpretaci in vitro testů lékové rezistence. 
Souhlasně s klinickými zkušenostmi ukazují i naše výsledky na 
modelových buněčných liniích, že účinek cytostatik do značné 
míry souvisí s histogenetickým původem buněk. Tuto korelaci 
jsme prokázali pro D O X , DDP, B L E O a V B L . V případě T A X 
a M T X závislost účinku na histogenetickém typu nebyla patrná. 
Statistická analýza našich výsledků M T T testů na in vitro mode­
lovém systému buněčných linií ukazuje na jejich značnou varia­
bilitu a dokladuje, že z těchto studií lze dělat závěry platné pouze 
pro tento experimentální systém. 
V práci jsme se rovněž zaměřili na hodnocení in vitro lékové rezi­
stence primokultur lidského maligního melanomu. První práce 
tohoto typu se objevují již počátkem 80. let, po vypracování meto­
dy kultivace melanomových buněk in vitro na měkkém agaru. 
Schadendorf a spol. (10), testovali chemorezistenci nádorů 19 
pacientů s maligním melanomem metodou H T C A k cytostatikům. 
Pro testy chemorezistence použili následující cytostatika v kon­
centracích: DTIC 75 g/ml, D D P 40 (Ag/ml, 5-FU 400 µg/ml, D O X 
200 µg/ml, B L E O 32 |µg/ml, V B L 0,1 (Ag/ml a M T X 5 µg/ml. Jako 
nejúčinnější uvádějí 5-FU, V B L a D O X . Srovnáním s klinickou 
odpovědi zjistili vysokou korelaci mezi rezistencí in vitro a in vivo 
a potvrzují tak, že tyto testy mohou vyloučit z léčby málo nebo 
neúčinná farmaka. Výsledky této skupiny jsme v naší studii potvr­
dili pro V B L a D O X , nikoliv pro 5-FU. Navíc v našich testech se 
ukázala jako účinná D D P . Pro tato dvě cytostatika mohou být pří­
činnou odlišných výsledků značné rozdíly v použitých koncent­
racích obou látek. 
Podobnou studii publikovala skupina Tveita a spol. Autoři explan-
tovali 402 maligních melanomu z nichž ve 240 primokulturách 
hodnotili chemorezistenci metodou H T C A na 3 cytostatika ve 4 
koncentracích: DTIC 80, 250, 800 a 2500 µg/ml, V B L 0,01,0,1 
1,0 a 10 a lomustine (CCNU) 0,04, 0,4 4 a 40 µg/ml. Jako nejú­
činnější cytostatikum uvádějí DTIC a nejméně účinný V B L . A n i 
v tomto případě jsme v naší práci nezískaly shodné výsledky, což 

s nejvyšší pravděpodobností souvisí jednak v rozdílné metodice 
hodnocení buněčného poškození ( H T C A vs. M T T ) a rozdílných 
koncentracích testovaných farnak. 
Velmi zajímavou studii prezentují Tveit a spol. (6), kteří srov­
návali citlivost explantovaných primokultur nádorů a od nich 
ustavených buněčných linií. Autoři udávají pozitivní korelaci na 
většinu použitých cytostatik, i když některé z ustavených linií 
vykazovaly zvýšenou chemosensitivitu. Tito badatelé se rovněž 
zaměřili na velmi zásadní problém, tj. na otázku do jaké míry lze 
modelové podmínky in vitro interpretovat z hlediska podmínek 
in vivo. Práce prokázala výraznou změnu a to jak ve smyslu zvý­
šené, tak i snížené chemosensitivity po přenosu buněk z in vitro 
do in vivo na modelu nu-nu myší a vice versa. Tyto výsledky 
naznačují, že v in vivo systému spolurozhoduje o účinku cyto­
statik celá řada faktorů, které nelze modelovat v podmínkách in 
vitro. 
Cesta individualizované terapie na základě in vitro testů se zdá 
nadějná, ale jak metodický přístup, limitace testů a ověření kl i­
nické validity výsledků vyžaduje řadu dalších studií. 

Poděkování 
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Súhrn: Mnohopočetná lieková rezistencia ( M D R ) je častou príčinou neúspešnosti chemoterapie nemalobunkového karcinómu plúc 
( N S C L C ) . U N S C L C rozlišujeme 2 základné typy M D R : typickú M D R asociovanú s expresiou P-glykoproteínu a atypickú M D R aso­
ciovanú s expresiou proteínu M R P , alternovanou expresiou topoizomeráz II, expresiou lung rezistance proteínu (LRP), aktivitou glu-
tatión S transferázového systému. Predkladaná práca pojednáva o vzťahu medzi imunohistochemickou expresiou vybraných marke-
rov M D R ( M R P , Pgp, topoizomerázy Ha,) a niektorých regulátorov bunečného cyklu a apoptózy - p53, p27, kaspázy3 (pcasp3), 
tkanivovej transglutaminázy (Tga) s výsledkami testu in vitro chemosenzitivity nádorových buniek pacientov s N S C L C po neoadju-
vantnej chemoterapii. Expresia vyššie uvedených faktorov bola stanovená nepriamou imunoperoxidázovou metódou na parafínovom 
bioptickom materiále od 64 pacientov s N S C L C po neoadjuvancíi na báze karboplatiny (CDDP) a taxolu ( T A X ) alebo cisplatiny (DDP) 
a navelbínu. K stanoveniu in vitro citlivosti nádorových buniek na cytostatiká boli použité natívne resekáty od uvedených pacientov. 
Výsledky boli štatisticky spracované pomocou Spearmanovho korelačného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. Zistili sme 
pozitívnu koreláciu medzi imunohistochemickou expresiou MRP/p53 (p=0,006), pcasp3/p53 (p=0,0001) a inverznú koreláciu p27/Tga 
(p = 0,027). Expresia M R P zároveň negatívne korelovala s in vitro citlivosťou na T A X (p = 0,043). Expresia p53 pozitívne korelovala 
s in vitro rezistenciou na aktinomycín D (p=0,01), daunorubicín (p = 0,026) a vinkristín (p = 0,044). 
Klúčové slová: nemalobunéčný karcinóm pMc, mnohopočetná lieková rezistencia, apoptóza, bunkový cyklus, terapia 

Summary: Multidrug resistance is one of the major causes of treatment failure in N S C L C . Two types of multidrug resistance ( M D R ) 
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 L R P (lung resistance protein), activation of glutathione S transferase system, etc. This work deals with mutual correlation of 
imunohistochemical expresion of selected markers of M D R (Pgp, M R P , and topoisomerase IIa) 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), daunorubicín (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 celí lung carcinoma, multidrug resitance, apoptosis, cell cycle, therapy 

Zoznam použitých skratiek: 
A C T - D - actinomycín-D; C D D P - carboplatina (karbo-diaminodichlor platina); D A U - daunorubicín; D D P - cisplatina (diaminodi-
chlor platina); G M C - gemcitabín; L R P - lung resistance protein; M D R - mnohopočetná lieková rezistencia (multi-drug resistance); 
M R P - multi-drug resistance protein; M W - Mann Whitney test; N S C L C - non-small celí lung carcinoma; N V B - navelbín; pcasp3 
- proenzým caspázy3; Pgp - P-glykoproteín; T A X - taxol; T C S 5 0 - tumor celí survival 50%; Tga - transglutamináza; TopoII - topo-
izomeráza IIa; V I N - vincristín 

Ú v o d 
Jednou z h lavných pr íč in neúspešnosti chemoterapie N S C L C je 
výskyt konštitutívnej a získanej l iekovej rezistencie. M e d z i 
významné vlastnosti nádoru, ktoré sa podielajú na mechanizmoch 
liekovej rezistencie, patria napr. stupeň vaskularizácie, percento 
buniek v senescencii ašpecif ícké mechanizmy M D R (1,2,3). R o z ­
lišujeme 2 základné typy M D R : typickú M D R zapríčinenú funk­
c i o u A T P dependentného transportného proteínu P-glykoproteí­
n u (Pgp) a atypickú M D R asociovanú s expresiou M R P proteínov, 
alternovanou aktivitou topoizomeráz U, zmenou intracelulárnej 
distribúcie cytostatík asociovanou s expresiou lung rezistance pro­
teínu ( L R P ) (5,6), glutatión S transferázovým systémom (27), atď. 
Pgp je membránový transportér zo substrátovou špecifitou napr. 
pre doxorubicín, v inca alkaloidy a taxány (7,8). Zvýšená expre­
sia m d r l / P g p nekoreluje s k l i n i c k ý m i parametrami u pacientov 
s N S C L C (9,10,11). Z uvedeného vyplýva, že daný mechanizmus 
M D R sa na k l inickej rezistencii u pacientov s N S C L C výraznou 
mierou pravdepodobne nepodiela (12,13). 
Ď a l š í m M D R asociovaným génom j e mrp1 kódujúci protein M R P 
(multidrug rezistance protein). F u n k c i a M R P v bronchiálnom epi-
teli spočíva v transporte cytostatík konjugovaných s glutatiónom 
v glutatión S-transferázovom systéme (14,15,16). U pacientov 
s N S C L C korelovala expresia m r p l m R N A a mrp3 m R N A s i n 
vitro rezistenciou na vinkrist ín, etoposid a D D P (17). Zároveň b o l 
zistený signifikantný vzťah m e d z i expresiou M R P a prognózou 
pacientov s N S C L C , ktorých nádory b o l i resekované v štádiu JU 
bez neoadjuvantnej chemoterapie (18). Uvedenému súboru paci­

entov bola následne apl ikovaná adjuvantná chemoterapia na báze 
D D P v k o m b i n á c i i s v indes inom ( V D S ) alebo C D D P v kombiná­
c i i s etopozidom (VP-16) . 
Ď a l š í m v ý z n a m n ý m m e c h a n i z m o m M D R , ktorý s a uplatňuje 
v rezistencii na niektoré cytostatiká ako napr. D D P a doxorubicí-
nu ( D O X ) je zmena v i c h intracelulárnej distr ibúcii , ktorá spočí­
va v zabránení vstupu do jadra rezistentných nádorových buniek. 
Na uvedenom mechanizme sa pravdepodobne výraznou mierou 
podieľa L R P . Z v ý š e n á expresia L R P bola detekovaná napr. v bun­
kovej l í n i i A - 5 4 9 rezistentnej na V P - 1 6 . Prognost ický v ý z n a m 
L R P u pacientov s N S C L C však nie je zat ia l objasnený (19). 
Mechanizmus rezistencie na inhibítory topoizomeráz II spočíva 
v i c h zníženej intracelulárnej akumuláci i sprevádzanej zníženou 
aktivitou a expresiou daných enzýmov. Génové mutácie topoizo­
merázy IIa (TopoII) b o l i pozorované v l ín iách N S C L C rezistent­
n ý c h na daunorubicín ( D A U ) a V P - 1 6 . V ý s k y t uvedených mutá­
c i í v k l i n i c k ý c h v z o r k á c h pacientov s N S C L C je však v e ľ m i 
sporadický (20). 
Expres ia tkanivovej transglutaminázy bola popisovaná v súvis­
losti s indukciou rezistencie na D O X a skríženou rezistenciou na 
V I N v bunkovej l í n i i P C - 1 4 / A D R . Prognostický v ý z n a m expre-
sie daného enzýmu vo vzorkách pacientov s N S C L C taktiež nie 
je objasnený (21,22,23). 
K v z n i k u M D R prispievajú kvantitatívne a kvalitatívne alterácie 
v expresii onkogénov a génov fungujúcich ako nádorové supreso-
ry. Expresia uvedených génov hrá kr i t ickú úlohu v regulácii bun­
kového c y k l u a apoptózy. Nemutovaný gén p53 (wild-type) je akti-
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Stanovenie in vitro citlivosti pomocou MTT testu 
Na stanovenie in vitro citlivosti primárnych nádorových buniek 
N S C L C na protinádorové liečivá bol použitý M T T test (29). Jeho 
princípom je premena M T T (3,4,5-dimethhiazol-2yl-2,5 difenyl-
tetrazolium bromid) vitálnymi bunkami na nerozpustný forma-
zán. Po rozpustení kryštálov formazánu bola stanovená absor-
bancia v pomocou ELIS A readeru pri 540 nm. Následne sme pre 
jednotlivé cytostatiká počítačovo vyhodnotili letálne dávky zabí­
jajúce 50% buniek (TCS 5 0 ) . 

Štatistická analýza 
Výsledky imunohistochemickej detekcie boli spracované a porov­
nané medzi sebou a taktiež s výsledkami testu in vitro citlivosti 
na cytostatiká v programe GraphPad Prizm pomocou Spearma-
novho korelačného koeficientu, Mann-Whitneyho testu a t-testu. 

Výsledky 
Porovnali sme imunohistochemickú expresiu sledovaných zna­
kov navzájom a s výsledkami M T T testu. Signifikantné korelácie 
sú zachycené v tabulke 1. Zo všetkých sledovaných znakov boli 
zistené korelácie 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 korelovala s in vitro rezistenciou na A C T -
D (r=0,47, p = 0,01), D A U (r=0,35, p=0,026) a V I N (r= 0,34, 
p = 0,044). Zároveň bola zistená korelácia medzi expresiou M R P 
a citlivosťou na T A X (= -0,29, p = 0,043). Súbory vykazujúce šta­
tisticky významné korelácie boli rozdelené podľa jedného z para­
metrov a ich mediány/priemery porovnané Mann-Whitney tes-
tom/t-testom. V tejto analýze sme potvrdili významný vzťah iba 
medzi p53/pcasp3 ( M W p<0,0001, t-test p<0,0001) a p53/MRP 
( M W p = 0,015, t-test p=0,026). Na obrázku í sú zobrazené pri­
emerné hodnoty p53 po rozdeleniu podľa pozitivity/negativity pro-
caspázy3 alebo M R P . Obrázok 2 zobrazuje typickú imunohisto­
chemickú expresiu vybraných znakov. 

Diskusia 
V našej práci sme dospeli k niekoľkým záverom. Zistil i sme, že 
expresia Pgp nekorelovala s in vitro rezistenciou na žiadne z tes­
tovaných cytostatík. Uvedené zistenie je v súlade s početnými 
štúdiami, ktoré uvádzajú, že expresia Pgp a hladiny mdrl m R N A 
nekoreluje s in vitro rezistenciou u N S C L C (1). Jedným z mož­
ných vysvetlení je skutočnosť, že až 40 % nádorov exprimujú-
cich Pgp je citlivých na D N R (30). V podstate to znamená, že nie 
je možné z expresie Pgp usudzovať na jeho funkčnú aktivitu. Táto 
skutočnosť pravdepodobne zodpovedá za množstvo sklamaní, 
ktoré nám priniesla aplikácia blokátorov Pgp (cyklosporín A, 
verapamil, atd.) s Pgp transportovanými cytostatikami v klinic­
kej praxi. 
Ďalším významným zistením bol signifikantný vzťah medzi expre­
siou M R P a citlivosťou na T A X . Súčasné štúdie potvrdzujú, že 
taxol nie je transportovaný M R P (3). V našej štúdii bol zároveň 
potvrdený vzťah medzi expresiou p53 a M R P . Dokázali sme, že 
mutantné formy p53 spôsobujú zvýšenú syntézu M R P , čo je prav­
depodobne jeden z mechanizmov, ktorým nefunkčnosť proteínu 
p53 prispieva k vzniku M D R . Expresia p53 taktiež korelovala s in 
vitro rezistenciou na A C T - D , D A U a V I N . Recentné in vitro štú­
die ukazujú, že väčšina protinádorových liečiv je účinnejšia v prí­
tomnosti wild type p53, v porovnaní s mutantnou formou (28). 
Jedinou výnimkou v tomto smere je taxol (3). Domnievame sa, že 
táto skutočnosť súvisí s väzbou medzi expresiou mutovanej for­
my p53 a M R P . Ako už bolo uvedené, M R P nieje spojený s tran­
sportom T A X , ale celej škály iných cytostatík. 
Na potvrdenie prognostického významu p53 sú potrebné pro-
spektívne štúdie na veľkej skupine prípadov so sledovaním kl i­
nickej odpovede na chemoterapiu. Paradoxné je naše zistenie, že 
expresia p53 súvisí s expresiou prokaspázy 3. Uvedený fenomén 
sa dá pravdepodobne vysvetliť tým, že akumulácia prokaspázy ešte 
nemusí znamenať apoptózu. Pre spresnenie daného vzťahuje nut­
né vyšetriť p53-independentné apoptotické mechanizmy spolu 
s ostatnými kaspázami aktivovanými kaspázou 3. 
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CHEMOTERAPIE OVARIÁLNÍHO KARCINOMU S OHLEDEM NA STANOVENÍ IN VITRO 
CHEMOSENSITIVITY - VYBRANÉ KAZUISTIKY 
CHEMOTHERAPY OF OVARIAN CANCER WITH RESPECT TO RESULTS OF IN VITRO 
CHEMOSENSITIVITY ASSAY - SELECTED CASE REPORTS 
CWIERTKA K.1+, HAJDÚCH M . 2 , PILKA R.3, NOSKOVÁ V. 2 , ŠVÉBIŠOVÁ H . 1 , L U D K O V Á A. 2 , M A C H Á Č E K J . 1 , 
K U D E L A M . 3 , MINAŘÍK J . 1 , M I H Á L V. 4 

1 ONKOLOLOGICKÁ KLINIKA LF UP A FN, OLOMOUC 
2 LABORATOŘ EXPERIMENTÁLNÍ MEDICÍNY, DĚTSKÁ KLINIKA LF UP A FN, OLOMOUC 
3 GYNEKOLOGICKÁ KLINIKA LF UP A FN, OLOMOUC 
4 DĚTSKÁ KLINIKA LF UP A FN, OLOMOUC 
+ Korespondující autor: Onkologická klinika FN Olomouc, I.P. Pavlova 6.775 20 Olomouc 

Souhrn: Pokročilé nebo recidivující ovariální karcinomy jsou i v dnešní době velkým terapeutickým problémem. Na příkladu kasu­
istik 3 nemocných, u kterých bylo provedeno stanovení rezistence na cytostatika in vitro, se pokoušíme o vysvětlení průběhu nemoci. 
1. pacientka s ovariálním karcinomem ve III klinickém stadiu, po suboptimálním debulkingu, překvapuje velmi rychlou odpovědí na 
kombinaci cyklofosfamid, doxorubicin, cisplatina, kdy po 3 cyklech je dosaženo histologické kompletní remise. U 2. pacientky ve III. 
klinickém stadiu dochází k progresi v průběhu intenzifikace chemoterapie (karboplatina v monoterapii nahrazena kombinací karbo­
platina + paklitaxel). 3. pacientka léčena pro recidivu ovariálního karcinomu, u které selhává 2. a 3. řada chemoterapie má 4. řadu pro­
vedenou na základě výsledku testu rezistence a dochází u ní k posunu směrem k rezistentnější formě již po 1. cyklu chemoterapie. Na 
základě dosud publikovaných prací i na základě našich zkušeností lze předpokládat pozitivní přínos výběru cytostatika na základě 
výsledku testu in vitro. Pro zavedení do běžné klinické praxe je nutné ještě optimalizovat interpretaci výsledků in vitro testů a ověřit 
korelaci s klinickým výstupem v randomizovaných klinických studiích. 
Klíčová slova: karcinom ovaria, Protinádorová chemoterapie, rezistence na cytostatika, testování 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 diagnosed in stage III. After suboptimal 
surgery she was treated with combination of cyclophosphamide, doxorubicin and cisplatin with very good response (in vitro drug 
sensitive). The second patient also in stage III progressed rapidly on both carboplatin alone or in combination with paclitaxel (in vitro 
drug resistant). The third patient was suffering from relaps of ovarian cancer. She failured on 2nd and 3rd 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 

Použité zkratky: MTT test = MTTassay -, IDS - interval debulking surgery, AUC - area under curve, TCS 5 0 - 50% tumor cell 
survival, CAP režim - kombinace cyklofosfamidu, doxorubicinu a Cisplatiny 

Úvod 
Karcinomy vaječníků patří mezi prognosticky nejméně příznivé 
z gynekologických zhoubných nádorů. Incidence v ČR v roce 1996 
byla 22,3/100 000 (1181 nově diagnostikovaných nádorů) a mor­
talita 12,4/100 000 (656 úmrtí). Většina žen je diagnostikována 
s pokročilým nádorem, tj. ve III. nebo IV. stadiu, kdy se nádor šíří 
po peritoneu mimo oblast pánve nebo jsou již přítomny vzdálené 
metastázy (1). Prognóza dlouhodobého přežití v takové situaci je 
špatná. Základním terapeutickým zásahem je chirurgické odstra­
nění makroskopického tumoru s následnou chemoterapií. Tento 
přístup u mnoha žen není technicky proveditelný pro pokročilost 
nádoru v oblasti pánve. Optimálně provedený debulking nebo 
množství nádorové tkáně ponechané in situ zůstává vedle stadia 
onemocnění jedním z nejdůležitějších faktorů, který ovlivňuje 
prognózu nemocných. Chemoterapie ovariálního karcinomu pro­
dělala vývoj od monochemoterapie cyklofosfamidem, přes uplat­
nění Cisplatiny v kombinaci s cyklofosfamidem až po dnešní dopo­
ručovaný standard pro léčbu I. řady - kombinaci paklitaxelu 
s cisplatinou ev. karboplatinou. Přes významné zlepšení vyhlídek 
nemocných s pokročilým ovariálním karcinomem v důsledku 
zavedení nových terapií prognóza dlouhodobého přežití zůstává 
spíše špatná a u vysokého procenta žen s pokročilým nádorem přes 
počáteční dobrou odezvu na cytostatickou léčbu dochází k reci-
divám. S vývojem v oblasti molekulární biologie a s přibývající­
mi poznatky na poli lékové rezistence v posledním desetiletí opět 
zesilují snahy o nalezení vhodné metody pro testování rezistence 
na cytostatika ve snaze přizpůsobit podávanou chemoterapii 
výsledku testu in vitro. Následující kazuistiky jsou uvedeny 
s následnou diskusí nad výsledky testu rezistence in vitro prová­
děným M T T testem. (2,3) 

1. kazuistika 
491etá žena s dvouměsíční anamnézou dysurických potíží, 
s postupným zvětšováním objemu břicha, s následnou anorexií 
a oligurií, u které byl diagnostikován suspektní nález na vaječní-
cích, byla 15.3.1999 provedena na gynekologii laparotomie. 
V operačním nálezu dominuje 6 litrů ascitické tekutiny a tumor 
vycházející z levého ovaria, na který nasedají střevní kličky. 

Omentum, játra i uzliny jsou bez známek nádoru, makroskopic­
ké nádorové změny na serose tenkého střeva. Uzavřeno jako sta­
dium in B. Provedena subtotální resekce levých adnex, pro širo­
ké nasedání nádorových mas na stěnu pánevní a pánevní cévy 
nebylo možné dokončit radikální výkon a část nádoru velikosti 
10x5x3 cm byla ponechána in situ. Histologický nález stanoví 
diagnózu nízce diferencovaného serosního papilokarcinomu. 
Pacientka byla indikována k chemoterapii a vzhledem k souhla­
su s účastí ve studii IDS (interval debulking surgery) byl u ní 
zahájen režim C A P (cyklofosfamid 600 mg/m2, doxorubicin 60 
mg/m2 a cis-platina 75 mg/m2). Podány celkem 3 cykly chemo­
terapie od 1.4.1999 do 19.5.1999. V průběhu chemoterapie dochá­
zí k poklesu nádorového markerů CA 125 ze 154,5 U/ml na 7,3 
U/ml (Graf 1). 30.6.1999 provedena abdominálnl hysterektomie, 
oboustranná adnexotomie, resekce omenta, appendectomie, pra-
vostranná lymfadenektomie. Peroperační nález ukazuje vlevo 
v pánvi zbytek tumoru s nekrózami, adherující k rektosigmoideu, 
jinak v dutině břišní bez známek nádoru. Proveden výplach duti­
ny břišní - tekutina odeslána rovněž na cytologické vyšetření. 
Histologický nález z tumoru v oblasti levých adnex - bez nádo­
rových změn, vzorek z peritonea - nekróza, lipogranulomatózní 
reakce, bez nádorových změn, uzliny - sinusová histiocytóza, 
omentum normální nález, bez nádorových změn, pravé ovarium 
- endometroidní cysta, bez nádorových změn, tuby oboustranně 
bez nádorových změn, děloha se subserózním leiomyomem, bez 
nádorových změn, laváž dutiny břišní - cytologicky negativní, 
čípek děložní s mírným chronickým zánětem a ovula Nabothi. 
Po 3 cyklech chemoterapie lze hodnotit jako mikroskopickou 
kompletní remisi. Pooperačně dle protokolu IDS podány 3 cyk­
ly chemoterapie paklitaxel (175 mg/m2) a karboplatina ( A U C = 
5,5). Léčba ukončena v září 1999. Následně je pacientka dispen-
zarizovaná - poslední kontrola v červenci 2000 - gynekologický 
nález bez známek recidivy, CA 1256,8 U/ml uzavřeno jako trva­
jící kompletní remise. 
Průběh léčby na první pohled není překvapivý a neobvyklý. Zají­
mavé je však rychlost a úplnost odpovědi (pokles nádorových mar­
kerů do normálních hodnot po 2. cyklu chemoterapie a mikro­
skopická kompletní remise po 3 cyklech předoperační 
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chemoterapie C A P ) . Když se podíváme na výsledek M T T testu, 
který byl proveden na vzorku nádorových buněk z primární ope­
race před zahájením léčby cytostatiky, vidíme zde možnost vel­
mi dobré odpovědi na cisplatinu (TCS™: 0,755 mg/ml) a hranič­
ní pro doxorubicin ( T C S 5 0 : 1,0149 mg/ml) (viz tab. 1). 

Tabulka 1. Výsledek testu rezistence na cytostatika -1. kasuistika (odběr 
materiálu 15.3.1999) 

Cytostatikum+ 

cisplatina 
paklitaxel 
doxorubicin 
karboplatina 
gemcitabin 
topotecan 
mitoxantron 

T C S 5 0 (µg/ml) 

0,75 
17,64 

1,01 
1,70 

nad 300,00 
1,46 

nad 2,00 

Cytostatikum+ 

vinorelbin 
etoposid 
daunorubicin 
vincristin 
docetaxel 
aktinomycin D 
bleomycin 

T C S 5 0 (µg/ml) 

13,21 
nad 50,00 

0,01 
12,50 

nad 50,00 
0,21 

nad 50,00 

+ in vitro rezistentní cytostatika jsou tučně 

2. kazuistika 
691etá žena přijata 8.6.1998 na interní kliniku pro pocit plného bři­
cha, zvýšené teploty dosahující 38 ° C, nechutenství. Klinickým 
vyšetřením zjištěna rezistence na rozhraní epigastria a mesoga-
stria velikosti 5x10 cm. Ultrazvukové vyšetření břicha prokazuje 
ascites. CT dutiny břišní potvrzuje pouze ascites, nevylučuje tumor 
v oblasti pánve. 10.7.1998 provedena laparotomie s nálezem 4 lit­
rů ascitické tekutiny, karcinomatózou peritonea, omentum pře­
měněno v plastron velikosti 15x20 cm o tloušťce 2-3 cm. V malé 
pánvi přítomen tumor, do kterého zavzaty tuby s dělohou a sig-
matem, vytvářející obraz „frozen pelvis". Stav uzavřen jako ino­
perabilní. Odebrána biopsie z omenta. Histologický nález svědčí 
pro nízce diferencovaný adenokarcinom s hlenotvorbou a fokál-
ní dlaždicobuněčnou diferenciací. Primární ložisko je nejspíše 
ovarium. Rentgen hrudníku a ultrazvuk jater bez známek metastáz. 
V nádorových markerech dominuje hodnota CA 125 -16960 U/ml. 
Vzhledem k celkovému stavu nemocné zahájena chemoterapie 
karboplatinou v monoterapii v dávce 350 mg/m2, v intervalu 21 
dní. Po 3 cyklech dochází po přechodném vzestupu CA 125 (32 
170 U/ml), který mohl být způsoben rozpadem tumoru a násled­
ně k poklesu na 6 430 U/ml (Graf 2). Dle ultrazvuku břicha došlo 
ke zmenšení tumoru v epigastriu. Vzhledem ke zlepšení celkové­
ho stavu rozhodnuto o změně chemoterapie na kombinaci pakli­
taxel (350 mg/m2)+karboplatina ( A U C = 5,5) v 4-týdenním inter­
valu. 2 cykly chemoterapie jsou provázeny ještě poklesem markerů 
až na hodnotu 847 U/ml a zlepšováním klinického nálezu, nic­
méně po 3. cyklu chemoterapie dochází opět k vzestupu CA 125 
na hodnoty vyšší než 5000 U/ml, ultrazvukové vyšetření břicha 
15.1.1999 je bez nálezu tumoru. Vzhledem k vzestupu markerů 
podána 1 série chemoterapie karboplatiny v monoterapii, dochá­
zí k dalšímu vzestupu markerů na 20 160 U/ml. Vzhledem k příz­
nivému klinickému nálezu rozhodnuto o laparotomické revizi, 
která provedena 3.2.1999 s nálezem ascitu, tumorosních mas v bři-

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

Cytostat ikum + 

1. vyšetření 
cisplatina 
paklitaxel 
daunorubicin 

TCS 5 0 (µg/ml) 

(odběr materiálu 10.7.1998) 
9,38 

10,46 
nad 2,00 

2. vyšetření (odběr materiálu 3.2.1999) 
cisplatina 
paklitaxel 
daunorubicin 
etoposid 
vincristin 

4,18 
10,87 

nad 2,00 
17,86 

0,34 

+ in vitro rezistentní cytostatika jsou tučně 

še, znesnadňujících přístup k játrům, rozsev po peritoneu, přístup 
do pánve znemožněn nádorovými hmotami. Operace ukončena 
jako explorativní. Po operaci podány ještě 2 cykly chemoterapie 
karboplatina v monoterapii, nicméně pro progresi v markerech 
( C A 125 až na 162500 U/ml) a klinickou progresi dále doporuče­
na symptomatická terapie. 16.6.1999 nemocná umírá v důsledku 
progrese onemocnění. V tomto případě nás překvapily signály 
progrese v průběhu intenzifikované chemoterapie v situaci, kdy 
klinický nález a ultrazvukové vyšetření spíše vypovídá o opaku. 
Při pohledu na vyšetření rezistence na cytostatika vidíme riziko 
rezistence na cisplatinu a paklitaxel (tab 2). Odpovídalo by to 
i původní dobré odpovědi na monoterapii platinovým derivátem 
a posléze i na kombinaci s paklitaxelem. Nicméně o dalším prů­
běhu se můžeme domnívat, že byl ovlivněn progresí vyselekto-
vaného rezistentního nádorového klonu. Rezistence na karbopla-
tinu bohužel nebyla testována s ohledem na malé množství 
dodaného materiálu. 

3. kazuistika 
51 letá žena sledovaná 2 roky pro myomatózní dělohu, pro pro­
gresi nálezu indikovaná abdominální hysterektomie. 17.3.1998 
provedena laparotomie s nálezem myomatózní dělohy, vlevo pev­
ně adheruje ovariální tumor cystického charakteru do Douglasu 
a k zadnímu listu, vpravo ovarium normální velikosti pevně adhe-
rující k zadnímu listu, kde suspektnl infiltrace, ascites nepříto­
men, nástěnné peritoneum, uzliny a játra bez známek metasta-
tického postižení. Provedena abdominální hysterektomie 
s oboustrannou adnexotomií. Makroskopicky se jeví výkon jako 
radikální. Histologický nález na obou ovariích ve smyslu střed­
ně až nízce diferencovaného cystadenopapilokarcinomu převáž­
ně serosního původu, místy s mucinosní diferenciací, levá tuba 
s ložiskem ovariálního karcinomu, děloha s metastázou ovariál-
ního karcinomu v myometriu. U nemocné aplikováno v období 
od 25.3. do 15.7.1998 6 cyklů adjuvantní chemoterapie paklita­
xel (135 mg/m2) a cisplatina (75 mg/m2). Před zahájením che­
moterapie hodnoty markerů CA 12558,7 U/ml klesají po 1. cyk­
lu do normálních hodnot. Dále je pacientka dispenzarizovaná. 14. 
4.1999 dochází ke zvýšení CA 125 na 41,7, začátkem července 
se objevují dechové potíže, bolesti na hrudníku vpravo a suchý 
kašel. Pro tyto potíže pacientka přešetřena. Snímek plic proka­
zuje hydrothorax vpravo a suspektní ložisko velikosti 5 cm. 
6.8.1999 provedeno CT vyšetření břicha a pánve s nálezem reci-
divy v oblasti poševního pahýlu, dále zvětšené pánevní 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 hrudní, tato vyšetřena cytologicky s nále­
zem maligních buněk velmi pravděpodobně serosního papilo-
karcinomu. Dále zahájena paliativní chemoterapie karboplatinou 
v monoterapii ( A U C = 7) v 28 denním intervalu od 12.8.1999 do 
6.1.2000. Po přechodném poklesu hodnot CA 125, vymizení nále­
zu na snímku plic a vymizení subjektivních potíží, dochází opět 
k progresi. Proto chemoterapie změněna na monoterapii topote-
kanem (2 mg/m2) v 5-denním podání. Léčba provázena výraz­
nou hematologickou toxicitou. Po 2 cyklech pro rychlý růst rezi­
stence v malé pánvi, kdy klinicky hmatná rezistence nad 

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

Cytostatikum* 

cisplatina 
paklitaxel 
doxorubicin 
karboplatina 
gemcitabin 
topotecan 

cisplatina 
paklitaxel 
doxorubicin 
karboplatina 

T C S 3 0 (µg/ml) Cytostatikum+ T C S 5 0 (µg/ml) 

1. vyšetření (odběr materiálu 28.3.2000) 
42,56 

4,01 
nad 2,00 

nad 100,00 
4,95 
2,72 

vinorelbin 
etoposid 
daunorubicin 
vincristin 
bleomycin 

2. vyšetření (odběr materiálu 10.5.2000) 
32,05 
12,91 

nad 2,00 
27,94 

gemcitabin 
topotecan 
vinorelbin 
etoposid 

nad 50,00 
nad 12,50 

0,47 
nad 50,00 
nad 50,00 

23,99 
1,68 

nad 50,00 
nad 50,00 

+ in vitro rezistentní cytostatika jsou tučně 
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Obrázek 3: Průběh hodnot markem CA 125 od začátku terapie relapsu 
onemocnění - 3. kazuistika 

symfysou velikosti 13x10 cm indikuje paliativní radioterapii. Od 
27.3. do 28.4.2000 ozářena rezistence v pánvi do 46 Gy. Sou­
časně se objevuje výpotek v pohrudniční dutině, pro který opa­
kované evakuace. Od 4.5. 2000 zahájena j iž 4. řada chemotera­
pie gemcitabinem v monoterapii (1200 mg/m2). Léčba je 
komplikovaná značnou dřeňovou toxicitou (leukopenic 3. stup­
ně a trombocytopenie 4. stupně dle WHO), pro kterou nelze dodr­
žet dávkovací schéma. Marker CA 125 opět klesá z 391 U/ml 
v květnu 2000 na 129 U/ml v červnu 2000. Nicméně 4.7.2000 
opět zjištěna progrese v markerech, která pokračuje. U nemocné 
dále doporučena symptomatická terapie. K výběru chemoterapie 
4. řady přispěl výsledek testu rezistence z buněk v pleurálním 
výpotku viz tab 3. Nicméně opakované vyšetření rezistence na 
cytostatika po prvním cyklu chemoterapie s gemcitabinem uka­
zuje posun T C S 5 0 k vyšším hodnotám a navíc 45% buněk přeží­
vá i nejvyšší testovanou koncentraci cytostatika. 

Diskuse 
V současné době jsou režimy paklitaxel s cisplatinou a paklitaxel 
s karboplatinou považovány na základě publikovaných velkých 
randomizovaných klinických studií za stadardní léčbu 1. linie (stu­
die G O G 111 kanadsko-evropská studie, dále G O G 158). Stu­
die G O G 111 srovnává režim cis-platina + cyklofosfamid s reži­
mem cis-platina + paklitaxel. Tato studie prokazuje zlepšení 
léčebných výsledků v případě použití režimu s paklitaxelem ve 
smyslu odpovědi (CR+PR 73% vs. 60%) i ve smyslu přežívání 
(medián 38 vs 24 měsíců) (4). Kanadsko-evropská studie tuto sku­
tečnost potvrzuje (CR+PR 77% vs. 66%, medián přežívání 35 vs. 
25 měsíců) (5). Studie G O G 158 srovnává kombinaci karboplati­
na + paklitaxel s kombinací cisplatina + paklitaxel. Tato studie 
prokazuje stejnou účinnost obou režimů a snížení gastrointesti-
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nální a metabolické toxicity v rameni s karboplatinou (6). Na 
A S C O 2000 jsou prezentovány předběžné výsledky studie I C O N 
3 srovnávající následující režimy: karboplatina v monoterapii 
( A U C min. 6), paklitaxel (175 mg/m2) + karboplatina ( A U C 6) 
a režim C A P (cyklofosfamid 500 mg/m2, doxorubicin 50 mg/m2 

a cisplatina 50 mg/m2) a překvapivě neprokazuje statisticky sig­
nifikantní rozdíly mezi jednotlivými režimy pokud se týče účin­
nosti, nicméně prokazuje tendenci směrem k lepším výsledkům 
u režimu s paklitaxelem u nemocných s větším reziduálním nádo­
rem. (7) 
Testování rezistence na cytostatika jako prostředek k predikci kl i­
nické odpovědi je j iž dlouhou dobu velmi diskutovaným problé­
mem. V roce 1990 von Hoff prezentuje práci zabývající se hod­
nocením do té doby publikovaných v literatuře. Na vybraném 
souboru 54 in vitro/in-vivo korelačních studií ukazuje, že pre-
diktivní hodnota pozitivity testuje 69% (správně pozitivní/(správ-
ně pozitivní+falešně pozitivní) a prediktivní hodnota negativity 
testuje 91 % (správně negativní/správně negativní+falešně nega­
tivní). Tyto výsledky jsou srovnatelné se spolehlivostí stanove­
ní hormonálních receptorů nebo testování senzitivity na antibio­
tika. Podivuje se nad tím, že prediktivní využití stanovení 
rezistence in vitro není akceptováno v klinické praxi (8,9). Tay­
lor se spolupracovníky prezentuje soubor 37 nemocných, u kte­
rých byla vyšetřena rezistence na cytostatika M T T testem a kde 
byla dostupná klinická data. U 11 ze 17 pacientů v senzitivní sku­
pině bylo dosaženo kompletní remise, zatímco v rezistentní sku­
pině to byli 3 z 20 pacientů (10). Orr et al. srovnává režim cyklo­
fosfamid + cisplatina vs. paklitaxel + cisplatina, kdy chemoterapie 
byla podána s ohledem na výsledek testu rezistence. Rozdíly v tří­
letém přežití v obou skupinách nebyly signifikantě rozdílné. Auto­
ři rovněž rozebírají vliv na léčebné náklady, kdy testování rezi­
stence se jeví jako prospěšné (11). Eltabbakg et al. posuzuje 
význam E D R (extreme drug resistance) testu pro predikci kl i­
nické odpovědi. V závěru uvádí, že rezistence na paklitaxel není 
spolehlivým ukazatelem rezistence na kombinovaný režim pak­
litaxel + cisplatina (12). Kurbacher et al. s použitím A T P - T C A 
(ATP tumor chemosensitivity assay) předpovídá, že s přidáním 
třetího cytostatika dle výsledku testu in vitro k režimu paklitaxel 
+ cisplatina může se zvýšit procento odpovědí ze 70% na 88% 
a může zvýšit i nákladovou efektivitu léčby (13). Dottino et al. 
rovněž uvádí prospěšnost využití výsledků testování rezistence 
u recidivujících ovariálních karcinomů při rozhodování o terapii 
2. a vyšší řady (14). Fruehauf et al. s využitím E D R testu zdů­
razňuje prediktivní hodnotu rezistence na cisplatinu pro klinic­
ký výsledek léčby a zvažuje, zda v případě rezistence na cispla­
tinu by nebylo vhodnější použít kombinaci paklitaxelu s j iným 
cytostatikem ev. novou kombinaci dle výsledku testu rezistence 
a zda tato léčba nezlepší prognózu nemocných (15). 
Naše dosavadní zkušenosti ukazují, že u nemocných, u nichž 
výsledek testu ukazuje rezistenci nádorové populace in vitro na 
všechna testovaná cytostatika, dochází k progresi nádorového one­
mocnění ještě v průběhu protinádorové chemoterapie nebo efekt 
chemoterapie je velmi krátkodobý a prakticky vždy končí one­
mocnění ve velmi krátké době úmrtím. Dále v případě terapie 2. 
a vyšší řady pokud přizpůsobíme cytostatický režim výsledkům 
testu rezistence, pak i v případě výrazně předléčených nemocných 
můžeme sledovat terapeutický efekt, a to i v případě použití ne 
zrovna typických cytostatik pro konkrétní diagnózu. 
K diskusi na téma prediktivní váhy testování rezistence na cyto­
statika in vitro nutno přes všechny publikované výsledky a naše 
příznivé zkušenosti doporučit velmi opatrné převádění do klinic­
ké praxe, a to zvláště pro léčbu 1. řady. Nicméně v případě léčby 
2. a vyšší řady stojí za zvážení, zda výběr kombinace cytostatik 
dle výsledku in vitro testu nebude znamenat lepší paliativní a eko­
nomický efekt případně snížení toxicity terapie. 

Závěr 
Prognóza pacientek s pokročilým nebo recidivujícím karcinomem 
ovaria přes určité zlepšení léčebných výsledků zavedením nových 
cytostatických kombinací zůstává i nadále spíše špatná. Uvede­
ním kazuistik a diskusí s ohledem na predikci odpovědi na léčbu 
na základě testů rezistence in vitro jsme chtěli poukázat na určité 
možnosti zlepšení léčebných výsledků a ekonomizaci nákladů. 
Publikované výsledky i naše zkušenosti vyznívají povzbudivě. Je 
nutno však dořešit řadu problémů, z nichž jako nejdůležitější se 
nám jeví: 



• získání dostatečného množství vitálních nádorových buněk pro 
testování nejen jednotlivých cytostatik, ale i cytostatických 
kombinací, 

• optimalizovat interpretaci výsledků testu rezistence in vitro, 
• ověření korelace predikce in vitro s klinickým výstupem v dob­

ře postavené randomizované klinické studii. 
Rovněž kombinace výsledků in vitro s dalšími ukazateli lékové 
rezistence jako je exprese glykoproteinu p170, exprese topoizo-
meráz, mutace tubulinů atd. může přinést další informace, které 
by mohly vést v budoucnu k individuální optimalizaci léčebných 
výsledků. 
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HLAVNÍ KLINICKÉ INDIKACE PRO TESTOVÁNÍ CHEMOREZISTENCE NÁDORŮ IN VITRO 
PRINCIPAL CLINICAL INDICATIONS FOR IN VITRO CHEMORESISTANCE TESTING 
OF MALIGNANT TUMORS 
K I S S I., Ž A L O U D Í K J . , V Y Z U L A R., T O M Á Š E K J . , C O U F A L O., K O C Á K O V Á I . 
U N I V E R Z I T N Í O N K O L O G I C K É C E N T R U M B R N O - O D D Ě L E N l K L I N I C K É O N K O L O G I E , C H I R U R G I C K Á K L I N I K A F N 
B R N O , M A S A R Y K Ů V O N K O L O G I C K Ý Ú S T A V 
Korespondující autor: I Kiss, FN Brno-Bohunice, Oddělení klinické onkologie, Jihlavská 20, Brno 639 00 

Souhrn: Na základě testů chemorezistence by teoreticky bylo možné vybrat optimální složení chemoterapie z více možností stan­
dardních schémat, zvažovat zda vůbec chemoterapii zahájit, eventuálně zařadit do léčebného schématu nestandardně používaná cyto­
statika. Nepřímé testy chemorezistence mohou být založeny na a) parametrech obecné biologické aktivity nádorů jako je proliferace, 
apoptóza, exprese některých regulačních proteinů, b) na specifických mechanismech detoxikace nebo metabolismu cytostatik, napří­
klad aktivitě P-glykoproteinové pumpy, enzymů jako tymidilát syntáza nebo glutathion-S-transferáza, c) stanovení receptorů pro vaz­
bu specifických inhibitorů jako jsou receptory steroidních hormonů nebo HER2-receptor. Přímé testy hodnotí přímý efekt kontaktu 
nádorových buněk v kultuře s cytostatikem. Jednoznačnou indikací k testování chemorezistence jsou nádory, u nichž dosud neexi­
stuje statisticky dostatečně účinná chemoterapie jako jsou maligní melanom, adenokarcinom ledvin, nádory centrální nervové sou­
stavy, nemalobuněčný karcinom plic, sarkomy měkkých tkání, hormonálně rezistentní karcinom prostaty, nádory dělohy a čípku, stej­
ně jako nádory horní Části zažívacího traktu, tedy jícnu, žaludku, pankreatu, jater a žlučových cest. Léčebné odpovědi na různé režimy 
chemoterapie v těchto indikacích zřídka přesahují 15-30%. U ostatních nádorů, kde jsou standardizovány relativně účinné režimy 
mohou testy chemorezistence přispět k rozhodování při progresi v průběhu primární léčby u recidiv k primární terapii j iž necitli­
vých. Autoři zdůrazňují potřebu korelací laboratorních nálezů a klinického průběhu a komentují v přehledu některé j iž publikované 
práce na toto téma. 
Kl íčová slova: chemorezistence nádorů, přímé a nepřímé 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., c) specific receptors for inhibitory drugs as 
steroid hormone receptors, H E R 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 

Význam prediktivních a prognostických markerů v klinické 
onkologii 
Pravděpodobnost léčebné odpovědi nádorového onemocnění na 
podávání cytostatik může být v e l m i rozdílná. Nádorová onemoc­
nění můžeme z k l in ického pohledu rozdělit na primárně chemo-
rezistentní (maligní melanom s kurat ivním efektem téměř 0%) 
a chemosenzitivní (testikulární nádory s kurat ivním efektem až 
100%). Toto orientační dělení se opírá o výsledky k l i n i c k ý c h stu­
dií v léčbě jednot l ivých onemocnění. D á l e však existuje ind iv i­
duální rezistence k chemoterapii v rámci jedné skupiny onemoc­
nění, ať se j i ž jedná o primárně rezistentní, například testikulární 
nádor s progresí v průběhu standardní chemoterapie, či v z n i k 
sekundární rezistence podmíněné přerůstající chemorezistentní 
subpopulací nádorových buněk v průběhu léčby chemoterapií prv­
ní l inie. Současná k l i n i c k á onkologie staví na výs ledcích k l in ic­
k ý c h studií a za nejlepší léčebný standard je při j ímán statisticky 
nejlepší léčebný postup, odpovídající dané histologické diagnóze 
a konkrétnímu k l i n i c k é m u stadiu, stanovenému na základě T N M 
klasifikace. Tato, s v ý m způsobem neselektivní chemoterapie, v 
řadě případů může pacienta poškodit zbytečným t o x i c k ý m půso­
bením neefektivní chemoterapie, prohloubením chemorezistence 
nádoru na j i n á cytostatika, oslabením metabolismu a obrany­
schopnosti organismu. Jde ovšem také o zbytečné vynakládání 
f inančních prostředků na cytostatika a podpůrnou léčbu. 
Na základě testů chemorezistence by teoreticky bylo možné vybrat 
opt imální složení chemoterapie z v íce možností standardních 
schémat, zvažovat z d a vůbec chemoterapii zahájit, eventuálně 
zařadit do léčebného schématu nestandardně používaná cytosta­
tika, včetně farmakologického ovl ivnění mechanismů chemore­
zistence. Otázkou je postoj pacienta a př íbuzných v případě nádo­
rové polyrezistence na j e j ímž základě b y c h o m eventuálně 
paliativní chemoterapii neindikoval i . 
Jednotlivé testy, odrážející s různou spolehlivostí a specificitou 
pravděpodobnou neúčinnost chemoterapie, je m o ž n o zařadit do 
někol ika kategorií: 
1. Nepřímé testy asociované s obecnou biologickou aktivitou 

nádoru a sekundárně také s rezistencí k antiproliferační a geno-
toxické léčbě - proliferace, mitot ická aktivita, proapoptotická 

pohotovost, genomová instabilita, telomerázová aktivita a typ 
metabolismu pacienta (1). 

2. Testy založené na specifickém vztahu k určitému cytosta­
tiku - P-glykoproteinová detoxikační pumpa - taxany, antra-
c y k l i n y , inhibi tory topoizomerázy, M R P transportní protein 
a léková rezistence u plat inových derivátů, testy asociované pří­
mo s mechanismem účinku jednot l ivých cytostatik. N a p ř í k l a d 
tymidi lát syntáza (TS) a d i h y d r o p y r i m i d i n dehydrogenáza 
( D P D ) v případě f luoropyr imidinů se v současné době pova­
žují za s i lný prediktivní faktor efektu terapie f luoropyrimidiny 
( T S , D P D ) a vedlejších úč inků vyplývaj íc ích z toxicity př i poru­
chách D P D (2,3,4). 

3. Vyšetření receptorů hormonů, například estrogenů, progeste-
ronů nebo aromatázové aktivity patří do skupiny testů vázaných 
na mechanismus ú č i n k u antihormonálních preparátů v léčbě 
hormonálně dependentních n á d o r ů . 

4. C e l é spektrum je doplněno o testy přímé, založené na testová­
ní c i t l ivost i či rezistence resekovaného a explantovaného nádo­
ru k j ednot l ivým cytostatikům v primokulturách či stabilizo­
v a n ý c h kulturách in vitro. Nejčastěji se j edná o E D R testy 
(Extreme D r u g Resistance) s autory deklarovanou 9 9 % úspěš­
ností predikce nádorové rezistence k testovanému cytostatiku 
a M T T test, což je kolor imetr ická metoda s j i s tou možností 
poloautomatizace, což by m o h l o přinést možnost rut inního 
vyšetření většího množství v z o r k ů nádorové tkáně. Obecně lze 
konstatovat, že v současné době není možné rutinní provádě­
ní testovaní chemorezistence touto posledně jmenovanou meto­
dou , která je technologicky náročnější, dosud ne zcela stan­
dardizovaná a j istě ani do budoucna nebude dostupná pro 
většinu pracovišť. 

K o m b i n a c e jednot l ivých testů skýtá samozřejmě i další možnos­
ti využit í , j ako je například testování možností modulace chemo­
rezistence (5,6,7). K o m b i n a c í cytof lowmetr ického stanovení 
exprese P-glykoproteinu s in vitro e x p o z i č n í m testem rezistence 
k d o x o r u b i c i n s b y l v laboratorních podmínkách prokázán efekt 
tamoxifenu a cepharanthinu na snížení chemorezistence doxoru-
b i c i n u k nádorovým b u ň k á m onemocnění gastrointestinálního 
traktu, stejně tak i je j ich synergický efekt. 
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Klinické indikace pro testování chemorezistence nádorů. 
Jednoznačnou indikací k provádění výše uvedených testů che­
morezistence je skupina nádorů, které patří mezi primárně rezi­
stentní a pro které není standardizován žádný dostatečně účinný 
režim chemoterapie. Jedná se maligní melanom, adenokarcinom 
ledvin, nádory centrální nervové soustavy, nemalobuněčný kar­
cinom plic, sarkomy měkkých tkání, hormonálně rezistentní kar­
cinom prostaty, nádory dělohy a čípku, stejně jako nádory horní 
části zažívacího traktu, tedy jícnu, žaludku, pankreatu, jater a žlu­
čových cest. Léčebné odpovědi na různé režimy chemoterapie v 
těchto indikacích zřídka přesahuji 15-30%. 
Druhou skupinu tvoří semirezistentní nádorová onemocnění jako 
jsou kolorektální karcinom, karcinom prsu, karcinom močového 
měchýře a karcinomy O R L oblasti. 
Primárně chemosenzitivní nádory jako jsou karcinomy varlat, ova­
rií, choriokarcinom a lymfomy asi není účelné vyšetřovat před 
zahájením chemoterapie první řady. Spolu s předchozími se však 
zde otvírá prostor pro testování chemorezistence v období relap-
su onemocnění a po vyčerpání možností standardizované chemo­
terapie. 
V současné době patří k nejčastěji testovaným karcinomům prá­
vě nádory zažívacího traktu, které jsou běžně resekovány a u nichž 
bývá k dispozici dostatek nádorové tkáně. 

Dosavadní výsledky klinického zkoušení predikce chemore­
zistence 
V případě karcinomu žaludku pro klinické stadium II. a III. i přes 
radikální operační výkon včetně následné adjuvantní chemotera­
pie výsledky 5 letého přežívání jsou 5-20%. Při pokročilém one­
mocnění stadium IV. na paliativní chemoterapii pod 1%. Stan­
dardně se chemoterapie používá jako léčebná modalita v 
paliativní indikaci. Aplikace v adjuvantní či neoadjuavntní indi­
kaci je předmětem klinického zkoušení. Možná právě cíleněji 
vedená adjuvance fluoropyrirnidiny pro selektovanou skupinu 
pacientů na základě testů chemorezistence může dlouhodobé 
výsledky přežívání zlepšit. V případě paliativní chemoterapie 
nám výsledky testů chemorezistence umožní vybrat nejvhodněj­
ší chemoterapeutické schéma z rutinně používaných 
(DDP/FU/FA, F A M T X , F A M , E A P , apod.). Na druhou stranu šir­
ší paleta testovaných cytostatik k rezistenci může alternativně 
poukázat na využití cytostatik, která se v dané indikaci standardně 
neobjevují, např. irinotecan, CPT-11 (8,9). 
Zajímavé výsledky klinického zkoušení individualizované che­
moterapie na základě M T T testů publikovali japonští autoři (10). 
U 20 pacientů s karcinomem žaludku ve stadiu IV. onemocnění 
popisují 12 klinických odpovědí (12/20, RR 60%), z toho 5 paci­
entů dosáhlo kompletní remise. Dalších 7 pacientů dosáhlo par­
ciální remise, z toho 3 s maligním ascitem, 3 s metastatickým 
postižením uzlin, 1 s objemným intraabdominálním tumorem. 
Autoři testovali v in vitro podmínkách chemosenzitivitu M T T 
testem po předchozí purifikaci odebraného vzorku nádorové tká­
ně. Úspěšnost metody M T T testu byla 51 kultivací z 58 odebra­
ných vzorků (88%), s tím že po zpracování snížili kontaminaci 
nádorových buněk stromatem na pouhých 10%. Zbývající počet 
31 pacientů z 51 úspěšně testovaných obdrželo fluoropyrirnidiny 
v adjuvantní terapii. Doba přežívání pacientů byla sledována 
u pacientů po kurativním chirurgickém řešení původního klinic­
kého stadia III a IV (17). Zde byli pacienti pro adjuvantní che­
moterapii rozděleni na chemosenzitivní (alespoň najedno z tes­
tovaných cytostatik F U , M M C , ) a rezistentní na M M C a F U . 
Adjuvantní chemoterapie byla aplikována ve všech případech. 
Výskyt relapsů onemocnění byl v senzitivní podskupině ve 3/10 
případů a v rezistentní podskupině v 18/22 případů s tím že doba 
do relapsu a doba přežívání byly signifikantně lepší pro podsku­
pinu chemosenzitivních onemocnění dle výsledků testů in vitro 
(p<0,005). 
Dále byla testována retrospektivně korelace tymidilát syntázy (TS) 
jako prognostického faktoru v případě karcinomu žaludku po kura-
tivní resekci (67 pacientů) s následnou adjuvantní chemoterapií 
5-fluorouracilem, stadium III.B (pT3/pN2). Skupina pacientů TS 
negativních měla dobu přežití signifikantně lepší (p<0,05), 51eté 
přežití 42,3% než skupina TS positivní 25.1% (p<0,05) (18). 
Více výsledků korelace chemorezistence s klinickou odpovědí je 
k dispozici v případě kolorektálního karcinomu. Aktivita tymi­
dilát syntasy jako prediktivního faktoru chemosenzitivity k léč­
bě fluoropyrirnidiny byla j iž prokázána v řadě studií. V součas­

né době se hovoří o tymidilát syntase i jako o prognostickém fak­
toru v případě kurativně" resekovaných karcinomů kolorekta 
(11,12). Pacienti byli rozděleni do skupiny TS negativní a TS posi­
tivní. Celková doba přežívání byla signifikantně lepší pro skupi­
nu 107 pacientů TS negativních ve srovnání se skupinou 41 paci­
entů TS positivních (p = 0.0003). Současně byl hodnocen i vliv 
adjuvantní chemoterapie na obě skupiny pacientů. V souboru TS 
negativních byl zaznamenán jen nevýznamný rozdíl v podskupi­
nách s léčbou cytostatiky nebo bez chemoterapie. V souboru TS 
positivních pacientů podskupina s adjuvantní chemoterapií vyka­
zovala signifikantní prodloužení doby přežití ve srovnání s pod­
skupinou bez chemoterapie (p=0.0439). Jako adjuvantní chemo­
terapie byla podávaná chemoterapie 5-fluorouracilem. Do budouc­
na může mít TS status vliv na vhodnost indikace adjuvantní che­
moterapie v léčbě nádorů horní části gastrointestinálního traktu 
vůbec, či v případě kolorektálního karcinomu na složení adju­
vantní chemoterapie. Částečnou odpověď budeme znát z výsled­
ků E O R T C studie, která selektuje nemocné s kolorektálním kar­
cinomem pro chemoterapii 5-fluorouracilem nebo irinotekanem 
(CPT-11) právě podle stavu exprese tymidilát syntasy. 
V léčbě pokročilého kolorektálního karcinomu byly výsledky 
M T T testů chemorezistence využívány v rámci klinického hod­
nocení jak v lokoregionální, tak i systémové aplikaci. V přípa­
dě metastatického onemocnění do jater byla podávána itnraar-
teriální chemoterapie cestou arteria hepatica (13). Autoři zde 
použili k predikci chemorezistence in vitro H T C assay. Kore­
lace s klinickými výsledky je popisovaná pro kompletní a par­
ciální remise 55%. Př i výběru systémové chemoterapie byly 
zohledněny výsledky M T T testů u 15 pacientů s tím že klinic­
ká odpověd byla 5/15 s tím, že ve skupině odpovídajících na 
léčbu byl prokázán vyšší inhibiční efekt Cisplatiny (14). Obdob­
né závěry na základě M T T testů jsou i z pracoviště Dr. Hajdú­
cha z Laboratoře experimentální medicíny v Olomouci (9). 
Autoři se zamýšlí nad dobrými výsledky in vitro testů pro cis­
platinu a patrně neprávem přehlíženým efektem platinových 
derivátů u karcinomu kolorekta. 
Obdobně v případě bronchogenního karcinomu výsledky tes­
tů chemorezistence in vitro umožňují větší výběr ze spektra stan­
dardně používaných léčebných schémat. K testování by byl vhod­
ný panel standardně používaných cytostatik jako cisplatina, 
karboplatina, topotekan, vinorelbin, vinblastin, paklitaxel, 5-flu­
orouracil, mitomycin C, etoposid a gemcitabin. Vzhledem k obtíž­
nějšímu odběru dostatečného vzorku nádoru potřebného k testo­
vání nádorů plic nejsou zatím dostupná data klinické korelace. 
V případě podskupiny pacientů s extensivní formou malobu-
něčného karcinomu plic byla retrospektivně klinická korelace 
demonstrována současně i s ovlivněním délky přežití (15). 
V případě maligního melanomu byla možnost vyhnutí se nee­
fektivní chemoterapii na základě testů chemorezistence potvrze­
na v retrospektivní studii (16). Celkově bylo testováno 26 one­
mocnění metastatického melanomu z nichž dle výsledku testů 
a možnosti sledování klinické odpovědi bylo pouze 19. Celkově 
bylo 8 pacientů označeno jako senzitivních na základě in vitro tes­
tů. Klinické odpovědi, z toho kompletní remise 1x a parciální 
remise 2x, byly zaznamenány v případě 3 senzitivních onemoc­
nění (3/3). Stabilizace onemocnění byly zjištěny u dalších 4 che-
mosenzitivních případů a progrese onemocnění pouze u jednoho 
pacienta z podskupiny senzitivních. Naopak v 11 případech (10 
resistentních a 1 senzitivní) nastala progrese onemocnění. 
V současné době probíhá jen několik aktivních studií k verifi­
kaci testů chemorezistence klinickými koreláty. Jedná se o studii 
zaměřenou na recidivující karcinom ovaria (M.D. Anderson Pro­
tocol G Y N 97), metastatický karcinom prsu ( U C L A , M . D . 
Anderson a dalších 13 center v U.S.A.), neoadjuvantní chemote­
rapii pro karcinom ovaria ( E O R T C 55971) a rekurentní glio-
blastom ( U C L A ) . 

(Práce je podpořena grantem MŠMT J07/98-141100003) 
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