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Suhrn

Vychodiskd: Transla¢na medicina predstavuje medicinsky odbor, ktory zahfiia zakladny vyskum
a vyvoj novych diagnostickych a terapeutickych stratégii pre klinicku prax. Tento vedecky prispevok
je zamerany na nase doterajsie skusenosti v oblasti testovania chemorezistencie onkologickych
pacientov. Materidl a metédy: Od roku 2005 sme odobrali vzorky 71 pacientov s leukemickym ocho-
renim (AML, ALL a CML) a 92 pacientov so solidnymi tumormi (bronchogénne karcinémy a karci-
némy GITu). Testovanie in vitro rezistencie malignych buniek na lie¢iva sme vykonavali pomocou
cytotoxického metyl-tiazol tetrazoliového (MTT) testu. Vysledky: Na zéklade stanovenia LC,  (letdlna
koncentrdcia lieciva, ktord usmrcuje 50 % bunkovej populécie) sme zistili, Ze pacienti s akutnou
myeloblastickou leukémiou vykazuju vacsi stupen rezistencie oproti pacientom s akutnou lymfob-
lastickou leukémiou. U pacientov s bronchogénnymi karcindmami sa primarna rezistencia prejavila
pri cisplatine v 28 percentach, paklitaxelu (36 %), vinkristine (50 %), etopozide (56 %), vinorelbine
(57 %), topotekane (62 %), gemcitabine (77 %) a dakarabazine v 86 % pripadov testovanych vzo-
riek. Zdver: Z vysledkov MTT testu karcindmov GITu (karcindm hrubého creva, rektosigmoidalneho
spojenia a konecnika) vyplyva predovsetkym relativna Uspesnost cisplatiny (okrem karcindbmu
zaludka), ktora je porovnatelna so zakladnym cytostatikom 5-fluorouracilom. Samotny MTT test sa
aj napriek niektorym limitujicim faktorom (nedostatocny pocet vitalnych buniek, moznd kontami-
nacia nenadorovymi bunkami a pod.) ukazuje za spolahlivu in vitro metddu stanovenia rezistencie
nadorovych buniek na klinicky pouzivané lieciva.
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Summary

Backgrounds: Translational medicine is a medical field encompassing basic research and devel-
opment of new diagnostic and therapeutic strategies for clinical practice. The present scientific
paper focuses on our previous experience in the field of chemoresistance testing in patients with
oncological diseases. Material and Methods: Since 2005, we sampled 71 patients with a leukaemia
(AML, ALL and CML) and 92 patients with a solid tumour (lung and gastrointestinal tract cancer).
Malignant cell in vitro drug resistance testing was carried out using cytotoxic methyl-thiazol tetra-
zolium (MTT) assay. Results: Based on the LC_ (lethal concentration of a drug killing 50% of cell
population), we found that patients with acute myeloblastic leukaemia exhibit a greater degree of
resistance than patients with acute lymphoblastic leukaemia. In patients with bronchogenic carci-
nomas, primary resistance to cisplatin was identified in 28 % of tested samples, paclitaxel 36%, vin-
cristine 50%, etoposide 56%, vinorelbine 57%, topotecan 62%, gemcitabine 77% and dacarbazine
86%. Conclusion: In vitro tests with gastrointestinal tract cancers also suggested high effectiveness
of cisplatin (with the exception of gastric carcinoma) that was comparable with 5-fluorouracil. Even
though the MTT assay has some limitations (insufficient number of vital cells, possible contamina-
tion by non-malignant cells, etc.), this in vitro method proved very effective in testing malignant
cell resistance to clinically used cytostatics.
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Uvod

Jednym z perspektivnych trendov mo-
dernej mediciny je translacnd medicina
(TM) predstavujuca novy medicinsky
odbor, ktory zahfha zakladny vyskum
a vyvoj novych diagnostickych a tera-
peutickych stratégii pre klinickd prax.
TM sa zaoberd prenosom a aplikaciou
najnovsich poznatkov zékladného vy-
skumu v oblasti genetiky, molekular-
nej bioldgie, biochémie a biotechno-
I6gii do klinickej praxe. V tomto ¢lanku
uvadzame vysledky v oblasti testovania
chemorezistencie leukemickych buniek
a buniek ziskanych od pacientov so so-
lidnymi tumormi.

Rezistencia malignych ochoreni pred-
stavuje v sucasnosti hlavnu pricinu,
ktorda obmedzuje efektivitu chemotera-
pie. Malignity mézu byt primarne rezis-
tentné na cytostatikd (geneticky pod-
mienena rezistencia) alebo k vyvoju
rezistencie dochadza pocas liecby (zis-
kana rezistencia). Predpokladd sa, ze
rezistencia na cytostatika, ¢i uz gene-
ticky podmienend, alebo ziskana, je zod-
povednd za zlyhanie lie¢by u viac ako
90 % pacientov s metastdzami a rezis-
tentné mikrometastatické tumory mézu
tiez znizovat efektivitu chemoterapie
v adjuvantnej liecbe [1].

Testovanim chemorezistencie pomo-
cou roznych metéd je teoreticky mozné
vybrat optimalne zlozenie chemotera-
pie z viacerych moznosti Standardnej
liecby [2]. Na zaklade prediktivneho in
vitro testu (MTT) sme prispeli k ur¢eniu
najucinnejsich cytostatik pre individua-
lizovanu terapiu, a tym sme sa priradili
k Specializovanym pracoviskdm nielen
na Slovensku.

Material a metédy

Biologicky material

Od leukemickych pacientov (n = 71,
vek: 19-84 rokov) sme ziskavali hepari-
zovanu periférnu krv (PK) alebo kostnu
dren (KD). Jednotlivé zastupenia diagnéz
boli v tomto pocte: AML (45), ALL (18)
a CML (8). Izolaciu leukocytov sme rea-
lizovali pomocou hustotného gradientu
(Lymphocyte Separatium Medium 1077,
PAA - Austria), po ktorej boli bunky kul-
tivované v kultiva¢nom médiu (RPMI
1640, 15 % FBS, 2 mM L-glutamin, 1 %
ATB a 0,005 % ITS) pri 37 °Ca 5 % CO,.

Od pacientov so solidnymi tumormi
(n = 92, vek 25-82 rokov) sme odobrali
vzorky tkaniva s explanta¢nou Ucinnos-
tou 75 %. V skupine boli pacienti s bron-
chogénnymi karcindmami (15) a kar-
cindbmami gastrointestindlného traktu
(GITu - 77). Separaciu naddorovych bu-
niek daného biologického materialu
sme vykonali pomocou mechanickej
a enzymatickej fragmentacie (0,05% ko-
lagenaza) s naslednou purifikaciou na-
dorovych buniek technikou centrifuga-
cie v hustotnom gradiente. Takto ziskané
bunky sme dalej kultivovali obdobne
ako leukocyty, len sme zvysili obsah ATB
na 2 %.

Testovanie chemorezistencie

Na in vitro testovanie chemorezisten-
cie sme pouzili patdnovy metyl-tia-
zol tetrazoliovy (MTT) test [3]. Princip
testu je zaloZeny na schopnosti Zivych
buniek redukovat ZIta rozpustnu te-
trazoliovu sol mitochondridlnym en-
zymom sukcinatdehydrogendzou na
nerozpustny modry formazan. Suspen-
ziu vitdlnych buniek v koncentratnom
rozpati 1-1,5 x 10%/ml sme kultivovali
72 hodin ako bez cytostatik (kontrola),

tak spolu so Studovanymi cytostati-
kami v zostupnych koncentraciach na
96-jamkovej platni. Na zaver kultiva-
cie sme do kazdej jamky pridali MTT sol
(5 mg/ml) a nechali 4-6 hodin posobit.
Vzniknuté formazédnové krystaly sme
rozpustili pomocou roztoku laurylsul-
fatu sodného (pH = 5,5). Na druhy den
sme na citaci platni (Microplate reader,
Bio-Rad — Germany) merali optickd den-
zitu (OD) pri 540 nm. Na zdklade zis-
kanych hodné6t sme ur¢ili koncentra-
ciu LC_, (letdlna koncentracia lieCiva,
ktora usmrcuje 50 % bunkovej popula-
cie — najucinnejsia). Nakoniec sme defi-
novali vysledky testovania chemorezis-
tencie, resp. citlivosti do troch skupin
podla hodnét LC, a percenta prezivaju-
cich buniek pri maximalnej koncentracii
cytostatik:

1. citliva skupina predstavovala preziva-
nie buniek pri maximalnej koncentra-
cii od 0 do 25 % a hodnota LC,  sa po-
hybovala okolo strednej koncentracie
testovanej Skaly cytostatika, po pri-
pade bola nizsia;

2. vnimava skupina bola charakterizo-
vana prezivanim buniek pri maximal-
nej koncentracii od 25 do 50 % a hod-
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Obr. 1. Grafické znazornenie zavislosti prezivania buniek od rastticej koncentracie

pouzivanych cytostatik.
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nota LC, bola stanovena pri vy3sich
koncentraciach;

3. rezistentna skupina predstavo-
vala prezivanie buniek pri maximal-
nej koncentracii nad 50 % a hod-
nota LC, vo vacdine pripadov nebola
stanovena.

Vysledky a diskusia
Leukemicki pacienti
Celkovo sme v tejto skupine pacientov
mali 31 muZov a 40 Zien. Pri porovnavani
ziskanych hodnét LC, v zavislosti od
typu materidlu (PK vs KD) sme nezistili
Ziadny rozdiel. Ak sme porovnavali hod-
noty LC,, (n = 42) od Styroch parov leu-
kemickych pacientov, t.j. spolu 8 vzoriek
periférnej krvi a kostnej drene, zistili sme
linedrnou regresiou pozitivnu korelaciu
(R =0,9844; p < 0,0001). Stanovenie vy-
sledkov chemorezistencie leukemickych
buniek z kostnej drene a periférnej krvi
sa ukazuje za vyhodny prakticky vyznam,
kedZe mézeme vychddzat z r6zneho ma-
teridlu a pritom zachovat takmer iden-
ticky vystup. Podobné zistenia namerali
aj Kaspers et al eSte v roku 1991, kde tes-
tovali 14 lieCiv na vzorkach PK a KD od
12 leukemickych pacientov [4].

Na zdklade priebehu krivky a hodnot
LC,, sme mohli posudit vplyv cytostatik

na populaciu leukemickych buniek, kde
sme vysledok rozdelili do troch skupin,
vid. ¢ast Materidl a metddy. Reprezen-
tativnu ukazku vystupu testovania che-
morezistencie mozeme vidiet na obr. 1.
Bunky od pacienta s akitnou myeloblas-
tickou leukémiou (denovo, M0-1) su cit-
livé na mitoxantrén (MIX) a daunorubicin
(DAU), vnimavé na cytarabin (Ara-C) a re-
zistentné na vinkristin (VNC), kedy bunky
prezivaju aj pri maximalnej koncentracii.

Pri porovnani vysledkov testova-
nia chemorezistencie medzi akdtnymi
leukémiami sme zistili Statisticky vy-
znamné rozdiely pri niektorych testova-
nych cytostatikach. V skupine AML vzo-
riek (n = 45) sme urdili vyssie hodnoty
LC,, pre etopozid, metylprednizol6n, mi-
toxantrén, prednizon a vinkristin oproti
skupine ALL vzoriek (n = 18). Naopak,
ALL vzorky boli rezistentnejsie na cytara-
bin, daunorubicin a doxorubicin (tab. 1).
Lymfoblasty ziskané od CML pacien-
tov nepreukazovali ziadne Statisticky vy-
znamné rozdiely v porovnani s bunkami
od pacientov s akutnymi leukémiami aj
z dovodu, Ze ich pocet v subore nebol
postacujuci.

Zlyhavanie terapie leukémii je pravde-
podobne spdsobené tym, Ze leukemicky
klon nie je mozné dostato¢ne odstranit.

Tab. 1. Prehlad vysledkov testovania chemorezistencie hematologickych malignit.

Cytostatika

Median LC_ hodnét [ug/ml]

(testované rozpadtie) AML (n=45) ALL(n=18) CML(n=38)
6-merkaptopurin, 6-MP (15-500) 423,8 ns ns
6-tioquanin, 6-TG (1,5-50) 6,32 ns ns
cytarabin, Ara-C (0,01-10) 1,21 2,57 3,12
kladribin, 2-CdA (0,004-40) 0,035 0,018 ns
dakarbazin, DAK (0,5-500) 289,3 ns 100
daunorubicin, DAU (0,002-2) 0,28 04 ns
dexametazoén, DEX (0,0002-6) 0,38 * 0,12* 0,12
doxorubicin, DOX (0,008-8) 0,7 1,06 1,26
etopozid, VP-16 (0,05-50) 8,15 *% 1,67 * ns
idarubicin, IDA (0,002-2) 0,15 ns ns
metylprednizél, m-Pred (0,006-200) 15,0 11,32 8,14
mitoxantréon, MIX (0,001-1) 0,095 0,06 0,06
prednizén, Pred (0,008-250) 193,9 *** 1,85 *** ns
vinkristin, VNC (0,05-50) 17,35* 6,15 * 15,92

Statistické vyhodnotenie pomocou Willcoxonovho testu:

**¥ P <0,0005;

* - P <0,05; ALL - akutna lymfoblasticka leukémia, AML - akutna myeloblasticka
leukémia, CML - chronickd myeloidnd leukémia, ns — nebolo stanovené

Velky vyznam k pochopeniu zlyhania tera-
pie sa preto naklana k porozumeniu me-
chanizmom liekovej rezistencie pred za-
siahnutim ciela lie¢ivom (farmakologickd
rezistencia) a po liekovej interakcii s mies-
tom ataku (bunkova rezistencia) [5].

Vysledky nasej in vitro Studie prezen-
tuju, Ze dospeli pacienti s AML dosiahli
vy33iu rezistenciu na niektoré testované
lieciva (dexametazon, etopozid, predni-
zo6n a vinkristin) v porovnani s ALL pa-
cientmi. Odlisné in vitro vysledky medzi
Studovanymi diagnézami (tab. 1) vy-
svetluju rozdielne biologické aspekty
jednotlivych typov leukemickych ocho-
reni, ktorymi si méZzeme vysvetlovat aj
ich rozdielne prognézy. Medzi vzorkami
od novo diagnostikovanych a pacien-
tov v relapse sme nezistili Statisticky vy-
znamné rozdiely, ale vysokd variabilita
hodnét LC, indikuje k individualnemu
pristupu in vivo chemoterapie.

Pacienti so solidnymi tumormi
Vysledky v tejto ¢aste sme rozdelili podla
diagn6z do dvoch oblasti: broncho-
génne karcindmy a karcindmy gastroin-
tersticialného traktu (GITu).

Chemoterapia pokrocilych broncho-
génnych karcinomov je relativne malo
Uspesna uz niekolko rokov. Najlepsie vy-
sledky pri hodnoteni percenta pacientov
prezivajucich jeden rok po lie¢be su do-
sahované cisplatinovou monoterapiou
(24 %), alebo kombinaciou s etopozidom
(35 %), vinorelbinom (36 %), paklitaxe-
lom (36 %) a gemcitabinom (39 %). Mi-
nimalne 2/3 karcindmov su vsak k che-
moterapii rezistentné a lie¢ba je v tychto
pripadoch zatazou pre pacienta, ako aj
zdravotny systém [6]. Otestovali sme
celkovo 15 vzoriek ziskanych z nadoro-
vého tkaniva. Primarna rezistencia ex-
plantovanych buniek bronchogénnych
karcinémov sa prejavila v 28,5 % pri cis-
platine, 62,5 % (topotekan), 57,1 % (vi-
norelbin), 50 % (vinkristin), 35,7 % (pak-
litaxel), 77,7 % (gemcitabin), 55,5 %
(etopozid) a v 85,7 % pri dakarbazine.
Najvyssiu rezistenciu sme zaznamenali
v pripade antimetabolitu gemcitabinu
a dakarbazinu. Relativne najlepsiu cit-
livost nadorovych buniek sme zistili na
cisplatinu a paklitaxel. Uplnu polyche-
morezistenciu sme zaznamenali v jed-
nom pripade.
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Tab. 2. Prehlad vysledkov testovania chemorezistencie najpocetnejsich skupin

pacientov so solidnymi tumormi.

Cytostatika

Pocet rezistentnych vysledkov / celkovy pocet [%]

BronCa CaCo CaRektosigma CaRekta

(n=15) (n=16) (n=28) (n=11)
5-fluorouracil, 5-FU ns 4/11 [36] 17/28 [60,7] 3/9[33]
cisplatina, cis-Pt 5/14[28,5] 5/11 [45] 12/25 [48] 3/9 [33]
dakarbazin, DAK 6/7 (85,71 2/5[67] 16/19 [84] ns
doxorubicin, DOX ns 5/5[100] ns ns
etopozid, VP-16 5/9[55,5] 5/11 [45] 13/15[81] 1/3 [33]
gemcitabin, GEM 7/9177,7] 6/11 [56] 19/25 [76] 3/9 [33]
irinotekan, IRT ns ns 4/4 [100] ns
navelbin, NVB ns ns ns 2/3 [66]
paklitaxel, TAX 5/14[35,7] 7/11 [64] 11/18 [61] 2/7 [29]
topotekan, TPT 5/8 [62,5] ns 6/18 [34] ns
vinkristin, VNC 4/8 [50] ns 9/10[90] 1/4 [25]
vinorelbin, VRB 8/14[57,1] ns 3/4[75] ns

BronCa - bronchogénny karciném, CaCo - karcindm kolorekta, CaRektosigma - kar-
cindm rektosigmoidalneho spojenia, CaRekta — karciném konecnika

Kolorektalny karcindm v ostatnych
30 rokoch obsadzuje prvé miesto
v rebri¢cku zhubnych ochoreni. Na Slo-
vensku je kolorektélny karciném dru-
hym najcastejsie sa vyskytujucim zhub-
nym nadorom — u muzov za karcinémom
plic a u Zien za karcinémom prsnika. In-
cidencia kolorektalneho karcindmu na
Slovensku ma uz niekolko rokov stupa-
juci trend, kazdoroc¢ne sa zaznamenava
4-nasobny narast [7]. U¢innost $tandard-
nej chemoterapie v spominanej skupine
karcinémov je 20-30 % [8]. V obdobi
od roku 2005 sme otestovali 77 vzoriek
nadorov ziskanych z karcinémov GITu
réznej etioldgie. Vzorky od pacientov
s karcinomom zaludka (n = 3) boli vni-
mavé na 5-fluorouracil (5-FU), etopozid
a paklitaxel. Naopak rezistenciu na cis-
platinu sme zistili u vietkych vzoriek.
Nadorové bunky pochadzajuce z hru-
bého ¢reva boli v in vitro podmienkach
citlivé na 5-FU, cis-Pt, VP-16 a rezistentné
na DAK. Zo 40 vzoriek tkaniva karcinbmu
rektosigmoidalneho spojenia v 12 z nich
sme neziskali potrebné mnozstvo bu-
niek na analyzu alebo pocas kultivacie
doslo ku kontamindcii. Na zaklade po-
rovnania vysledkov MTT testu sa javia
subpopulécie nadorovych buniek karci-
nému rektosigmoidalneho spojenia naj-
menej citlivé na testované cytostatika.

Z vysledkov vyplyva relativna uspesnost
cisplatiny, ktora nie je v pripade kolorek-
tédlneho karcinému v terapii na prvom
mieste volby. Citlivost voci zakladnému
5-FU je porovnatelna s cis-Pt, ako aj
s TAX. Mézeme vsak uvazovat, Ze dalsie
lie¢iva patriace do skupiny antimetabo-
litov nie su schopné v kratkodobej kul-
ture rozvinut prolifera¢nu aktivitu v po-
rovnani s cis-Pt zo skupiny alkyla¢nych
latok. Pri vzorkach kolorektalnych kar-
cindmov sme za najucinnejsie cytosta-
tikum oznacili topotekan. Do skupiny
GITu sme zaradili este aj karcindmy rekta,
kde sme jednoznacne G¢inné, resp. rezis-
tentné cytostatikum na jednotlivé bun-
kové populdcie (n = 11) nezistili (tab. 2).

Zaver

Metyl-tiazol tetrazoliovy test posky-
tuje rychle urcenie liekovej rezistencie
pre skimanu populdciu malignych bu-
niek s réznym morfologickym, cytoge-
netickym a proliferacnym potencialom.
V principe sa jedna o kratkodobu in vitro
metdédu testovania chemorezistencie,
kedy uz na 5. den, od zaciatku pokusu,
vieme vyhodnotit vysledok. Vo vseobec-
nosti sa u¢innost modernej chemotera-
pie pohybuje medzi 30 a 60 percentami.
Tieto in vitro prediktivne testy by preto
mali byt dostupné na 3Specializovanych

pracoviskach, kde m6zu onkolégom po-
skytnut moznost vyberu najucinnejsich
lieciv pre individualizovani chemote-
rapiu. Samotné ich uplatnenie sa v kli-
nickej praxi vyuziva najma v pripadoch,
kedy neexistuju standardné chemotera-
peutické rezimy, definované na zaklade
vysledkov klinickych studii, a kde ide
o recidivujuce a polyrezistentné malig-
nity po predchadzajucej liecbe. Rovnako
tak méZeme testovanie in vitro chemore-
zistenci uskutocnit pri malignitach, kde
sice existuje moznost vyberu z viacerych
standardnych rezimov, avsak ich ucin-
nost je zna¢ne obmedzena.

Aj ked zatial nie su prediktivne testy
chemorezistencie optimalne, ich pouzitie
je v zahranici realitou stucasnosti. Je po-
trebné ich nadalej zdokonalovat, to vsak
nie je mozné uskutocnit bez aktivneho
prispenia vietkych odbornikov zaobe-
rajucich sa onkologickymi ochoreniami.
Rovnako je tak dolezité navodenie inten-
zivnejsej klinickej diskusie k interpreta-
cidm prediktorov chemorezistencie.
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