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Souhrn

Vychodiska: Vzhledem k nezastupitelné Uloze chemoterapie pfi Ié¢bé nddorovych onemocnéni
se onkologicky vyzkum zaméfil na zvy3eni Gcinnosti jednotlivych Ié¢iv a maximalni zmirnéni, ne-li
kompletni potlaceni nezadoucich Gcinkd. Vhodna Iécba je primarné volena podle zakladnich kli-
nicko-patologickych diagnostickych kritérii, jako je velikost nddoru, stupen diferenciace a pfitom-
nost ¢i absence standardnich markerd. Situaci vsak komplikuje variabilita mezi jednotlivymi pa-
cienty spolu se zna¢nou heterogenitou vlastniho nadoru. Detailni charakterizace intratumoralni
heterogenity a ziskani spolehlivéjsich ukazatel( U¢innosti léciv by tak mélo vést k posileni perso-
nalizované terapie. Vyvoj a vybér spolehlivych modeld tudiz predstavuje dllezitou otazku ve vy-
zkumu zaméreném na predikci citlivosti nddorovych bunék k |é¢bé. Cil: Prace shrnuje poznatky
o testovacich systémech zamérenych na stanoveni citlivosti ¢i rezistence nadorovych bunék k che-
moterapii a jejich zavadéni do onkologické praxe od prvnich dnes jiz historickych pokust az po sou-
Casnost se snahou posoudit jejich uplatnéni ve stavajici klinické praxi ¢i blizké budoucnosti. Znacny
ddraz je kladen na porovnani 2D a 3D in vitro buné¢nych modeld, nebot jejich vyznam a popularita
konstantné nar(sta. Pozornost je téz vénovana systémUm in vivo, které v posledni dobé zazname-
naly nemaly progres a jsou v ramci klinickych studii testovany k predikci odpovédi na podavanou
terapii. Zdvér: Prace uvadi stru¢ny piehled testl chemosenzitivity a hodnoti vyznam jednotlivych
testl vzhledem k jejich zapojeni do rozhodovaciho procesu a stratifikace pacientd s cilem prediko-
vat klinickou odpovéd konkrétnich pacient( a pfispét tak k rozvoji cilené personalizované terapie.
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Summary

Background: Due to the irreplaceable role of chemotherapy in cancer treatment, research has
focused on improving the efficacies of individual drugs and minimizing, or completely sup-
pressing, their negative side effects. Based on long-term experience and the results of clinical
trials, the selection of appropriate treatment is currently based on classical clinical diagnostic
criteria, such as tumor size, grade, and the presence or absence of standard markers. However,
complications arise due to variability between patients and tumor heterogeneity. Characteri-
zation of intratumoral heterogeneity and acquisition of more reliable drug performance indica-
tors should improve personalized therapy. Development and selection of suitable models are
therefore important issues in cancer research focused on predicting sensitivity to therapy. Aim:
This work provides an overview of various chemosensitivity tests that have been previously
employed and those that are currently used. Great emphasis is placed on comparing 2D and
3D cell culture models, since their importance and popularity are increasing. Particular atten-
tion is paid to in vivo systems, which have significantly improved recently and are tested in
clinical trials to predict responses to therapy. Conclusion: This work provides a brief overview of
chemosensitivity tests, focusing on the importance of individual tests and their application in
decision-making and patient stratification to improve the clinical responses of patients and the
development of targeted personalized therapy.

Key words
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NOVE MOZNOSTITESTOVANI CHEMOSENZITIVITY U NADOROVYCH ONEMOCNENT

Uvod

Za idealnich podminek osetfujici Iékar
spravné diagnostikuje onemocnéni
a nasadi vhodnou lé¢bu, kterd bere
v potaz celkovy zdravotni stav pacienta
a je soucasné maximalné uc¢innd, avsak
pokud mozno bez nezddoucich vedlej-
Sich acinkd (NU). V pfipadé nadorovych
onemocnéni je situace mnohem kom-
plikovanéjsi, nebot rakovina je zna¢né
heterogenni onemocnéni. Jinymi slovy
i v pfipadé nadorl nachazejicich se ve
stejné tkani nemusi byt tataz lécba vzdy
rovnocenné ucinna. Kromé toho je stéle
Castéji sklonovan i fenomén tzv. intra-
tumordlni heterogenity. To znameng, ze
naddorovd masa je tvofena bunécnymi
populacemi (klony), které se mohou vy-
znamné lisit v celé fadé vlastnosti v¢. cit-
livosti k podavané 1écbé. Avsak i pres
tato uskali jsou usilovné vyvijeny testo-
vaci systémy, které by umoznily u¢inné
predikovat citlivost nddor0 k dostup-
nym lécebnym modalitdm a zefektivnily
by tak vlastni terapeuticky efekt za sou-
¢asného minimalizovani pro organizmus
mnohdy zna¢né devastujicich NU proti-
nadorové lécby.

Chemoterapie pfedstavuje jednu ze
zékladnich modalit pfi |é¢bé nadoro-
vych onemocnéni. Jedna se o systémo-
vou terapii, pfi niz jsou podavana tzv.
cytostatika, jejichz cilem je usmrtit na-
dorové bunky. Pfipravuji se nejéastgji
synteticky, pfipadné se jedna o deri-
vaty pochazejici z rostlin ¢i plisni. Cyto-
statika obecné zasahuji do pribéhu bu-
nécného cyklu a brani dalsimu déleni
bunék. Proto jsou k nim velmi citlivé
pravé rychle se délici nddorové burky,
pfipadné bunky se snizenou schop-
nosti opravovat poskozenou DNA. Je
tfeba si vSak uvédomit, ze chemotera-
pie pusobi nespecificky a ucinky cyto-
statik se manifestuji i vzhledem k fyzio-
logicky rychle se délicim burikdm, a to je
spojeno pravé s fadou NU. Tato skuteé-
nost je jednim z hlavnich davod{ neu-
tuchajiciho vyzkumného usili o vyvoj
novych, selektivnéjsich a soucasné ucin-
néjsich Iékd. Nemaly uspéch zazname-
naly napf. inhibitory tyrozinkindz in-
terferujici s vyznamnymi onkogennimi
signédlnimi drdhami [1]. Renesanci v sou-
¢asné dobé zaziva imunoterapie, kterd je
efektivni u celého spektra nadorovych

onemocnéni, a neni tudiz omezena jen
na specifické skupiny nadorl a prede-
v$im jeji Uc¢innost je dlouhodobd [2,3].
Dalsim dulezitym aspektem pfi [é¢bé
nadorovych onemocnéni je moznost
predikovat ucinnost jednotlivych po-
tencialné aplikovatelnych [ékd a zvolit
tak pro daného pacienta co mozna nej-
vhodnéjsi, resp. nejucinnéjsi lé¢ebny
rezim. Prvni oficidlni snahy v tomto
sméru se datuji jiz ke konci prvni polo-
viny 20. stoleti, kdy byly vyvijeny a zava-
dény prvni in vitro testy [4]. PfestozZe se
jedna o znacné atraktivni aplikovany vy-
zkum se zjevnym praktickym uplatné-
nim, dosud nebyl vytvoren, schvalen ani
systematicky zaveden univerzélni pro-
tokol umoznujici personalizovanou pre-
dikci chemosenzitivity u nadorovych
onemocnéni.

Cilem této préce je shrnout poznatky
o testovacich systémech zalozenych na
kultivaci nadorovych bunék, prip. nddo-
rovych xenotransplantat umoznujicich
stanoveni citlivosti/rezistence nadoro-
vych onemocnéni k chemoterapii v¢.
snahy o jejich zavadéni do onkologické
praxe od prvnich dnes jiz historickych
pokusl az po soucasnost a posoudit je-
jich uplatnéni ve stavajici klinické praxi
¢i blizké budoucnosti.

Historie testovani
chemosenzitivity nadorovych
onemocnéni

Od 50. let minulého stoleti byly vyvijeny
pfistupy umoznujici testovani citlivosti
lidskych nadorovych bunék k cytostati-
kam v podminkach in vitro s cilem najit
jednodussi alternativu k testim aktivity
tehdy dostupnych G¢innych latek prova-
dénym predevsim na hlodavcich.

Prvni pokus popsali Black a Speer
vroce 1954 [5]. Inkubovali fezy nddorové
tkdné s cytostatiky a pozorovali inhibici
metabolické aktivity bunék pomoci te-
trazoliové soli. V nékolika nasledujicich
desetiletich byla publikovéna fada studii
srovnavajicich na podobném principu
vyvinuté in vitro testy (at jiz bunky kul-
tivované v monovrstvé, nebo tkanové
fezy) s hodnocenim citlivosti organo-
vych kultur in vivo s obecnym cilem opti-
malizovat in vitro testy a pfibliZit se stavu
in vivo. Zavéry mnoha z nich vsak pfi-
pustily, ze korelace vysledkd neni abso-

lutni, pficemz testy in vitro jsou zatizeny
fadou negativnich faktor(, které jsou
evokovany izolaci bunék z plvodniho
mikroprostfedi [6,7] a promitaji se i do
hodnoceni metabolické aktivity bunék
kultivovanych in vitro. Z metodickych,
tehdy zavadénych pfistupud k testovani
Zivotaschopnosti nadorovych bunék se
ujaly predevsim ty, které byly zalozené
na stanoveni metabolické aktivity, jako
je napf. méfeni enzymatické aktivity suk-
cindt dehydrogendzy [5], kyselé fosfa-
tazy [8,9] ¢i zaloZzené na analyze inkorpo-
race radioaktivné znac¢enych prekurzord
3H-uridinu/3H-thymidinu béhem syn-
tézy nukleovych kyselin [10-12] v krat-
kodobych bunécnych kulturach. Dalsi
skupinu predstavuji metody hodno-
tici viabilitu testovanych bunék na bazi
membranové integrity pomoci selektiv-
niho barveni mrtvych bunék. Tyto viak
byly obecné vnimany jako pfistupy pro-
dukujici nepresné vysledky a v porov-
nani s ostatnimi metodami byly hodno-
ceny spise jako nevyhovuijici [13,14].

V roce 1977 Hamburger a Salmon [15]
kultivovali nddorové bunky na mékkém
agarovém médiu a ke stanoveni jejich
chemosenzitivity pouzili test nazvany
HTCA (Human Tumor Colony Assay),
ktery je zalozen na selektivnim rlstu na-
dorovych bunék na médiu umoznujicim
vznik kolonii. Pfiblizné po 10-21 dnech
kultivace jsou kultury ovlivnéné cyto-
statiky a kontrolni kultura vzajemné po-
rovnany vzhledem k poctu vytvorenych
kolonii, z ¢ehoZ se nésledné vyvozuje
ucinek testované latky.

Kangas et al [16] a Sevin et al [17,18]
navic vyuzili k testovani chemorezis-
tence in vitro méfeni hladiny adenozin
trifosfatu (adenosine triphosphate — ATP)
jako zdkladniho zdroje energie Zivych
bunék, a to pomoci bioluminiscence.
Izolované buriky nadoru/shluky bunék
byly kultivovany na agarovém médiu
a po 6-7 dnech byl ATP z bunék extraho-
van, ptidan komplex luciferin-luciferaza
a hladina bioluminiscence byla méfena
luminometrem.

Nejrozsifenéjsi metodou stanoveni cit-
livosti nadorovych bunék in vitro se viak
stal tetrazoliovy test (MTT test) [5,19,20]
vychazejici z plvodniho konceptu a po-
stupné zdokonalovany diky vyvoji kulti-
vacnich médii a laboratorniho vybaveni.
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Izolované bunky nadoru jsou kultivo-
véany v kultiva¢nich deskach s médiem
obsahujicim cytostatikum o rdznych
koncentracich a prezivani bunék vtomto
prostfedi je hodnoceno na zadkladé za-
chovani jejich metabolické aktivity. Ta
je hodnocena mirou schopnosti Zivych
bunék redukovat zlutou rozpustnou te-
trazoliovou stl, MTT (3-[4,5-dimethyla-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromid), pomoci mitochondrialnich oxi-
doreduktaz na nerozpustny modry for-
mazan [21], ktery je nasledné rozpus-
tén organickym rozpoustédlem [22,23].
Absorbance barevného produktu je na-
sledné méfena fotometricky a hodnoty
ziskané u bunék kultivovanych s tes-
tovanym cytostatikem jsou srovnany
s hodnotami identické kontrolni kultury
bez ovlivnéni. Nasledné jsou sestrojeny
kfivky preziti a hodnocena inhibi¢ni kon-
centrace (IC) nebo téz efektivni koncen-
trace (EC) cytostatika. Tato metoda byla
taktéz zavedena v Masarykové onkolo-
gickém ustavu v Brné s cilem konseku-
tivné testovat chemorezistenci u vzork
odebranych v rdmci l1é¢by u vétsiny on-
kologickych diagnéz [24,25]. Vysledky
vsak nebyly uspokojivé a i pres dalsi op-
timalizace [26] bylo rutinni testovani
v roce 2009 ukonceno.

Vsechny dosud jmenované pfistupy
pfedstavuji maximalné zjednodusené
metody testovani chemorezistence in
vitro v 2D uspofadani, a to v podstaté
az na urovni jednotlivych separova-
nych bunék. Na druhou stranu je v3ak
tfeba si uvédomit, Ze ve své jednodu-
chosti systém pomiji vlastnosti nado-
rové tkané (komplexnost a heteroge-
nitu) a 2D uspofadani se zna¢né vzdaluje
podminkam in vivo, proto mize docha-
zet k nemalému zkresleni dat. Soubézné
se tedy objevuji prvni prace pokouse-
jici se kultivovat nadorové bunky v 3D
uspofadani a toto vyuzit i k testovani
chemosenzitivity.

3D in vitro modely

Jiz na pocdatku 20. stoleti popsal
Carrel [27] Uspé3né experimenty s tkano-
vymi fragmenty dlouhodobé kultivova-
nymi v podminkach in vitro.V 50. letech
pak Leighton provedl fadu in vitro stu-
dii, pfi nichz nddorové burky nebo jejich
shluky byly kultivovany na pérovité ma-

trix (sponge-matrix) s cilem Iépe simulo-
vat 3D prostredi in vivo [28,29].

Rotman et al v roce 1988 [30] ziskali
jemnou homogenizaci nddoru shluky
bunék (oznacené jako ,micro-organs”),
které vystavil fluorescein-acetatu s cilem
selektovat ,zivé” shluky pomoci fluo-
rescence, tzv. fluorescent cytoprinting.
Ty nasledné imobilizoval na matrix z ce-
lulézovych vldken impregnovanych
kolagenem a inkuboval 5-10 dni na
ocelové desti¢ce v Petriho misce s kulti-
va¢nim médiem spolu s pfidavkem tes-
tovaného cytostatika. Nasledné byla
vyvolana dalsi fluorescence a Gcinek cy-
tostatika byl hodnocen porovnanim hla-
din fluorescence pred a po vystaveni
shlukl cytostatiku. Vescio [31] vyvinul
systém histokultury in vitro, tzv. HDRA
(Histoculture Drug-response Assay),
v niz byly kousky (1-2mm) nadoru kul-
tivovany na gelu (native-state collagen-
-sponge gel) odvozeném od extracelu-
larni matrix praseci kize podporujici 3D
rdst nadoru, ktery byl ponofen do kulti-
vacniho média s cytostatiky v kultiva¢ni
misce.

V soucasné dobé existuje fada mode-
lovych systémd, které se mohou uplat-
nit nejen v rdmci vyzkumu zaméfeného
na biologii nddorové bunky, ale i prak-
ticky napf. pfi screeningu novych Iéci-
vych pfipravkl. Na druhou stranu vsak
Uspésnost potencialnich protinadoro-
vych 1ékq, které se ukazovaly jako velmi
slibné v rdmci testovani v in vitro 2D kul-
tivacnich systémech, byva v klinické
praxi jen okolo 5-10 % [32-34]. Vyuziti
zvitecich modeld, které obvykle predsta-
vuje navazujici fazi v ramci preklinického
testovani, je naopak finan¢né i casové
znacné naro¢né a navic ani tyto mode-
lové systémy plné neodpovidaji lidské
fyziologii [35].

Tato skute¢nost tedy nuti k vyvoji mo-
delového systému, ktery by umoznil mo-
nitorovat bunéc¢nou proliferaci a Zivota-
schopnost (viabilitu) nadorovych bunék
a soucasné co moznd nejvérnéji napo-
doboval situaci v lidském téle. V opti-
malnim pFipadé by pak mél soucasné
umoznovat i monitorovani migrace a in-
vazivity nddorovych bunék do pfileh-
Iého okoli, nebot se jedna o vyznamné
parametry spojené s tvorbou metastdz,
které predstavuji jednu z hlavnich pficin

selhani protinadorové terapie [36]. Dal-
$im v dnedni dobé stéle vice sklorfiova-
nym pozadavkem na vhodny bunéc¢ny
model je mozZnost analyzy angiogeneze
a schopnosti interagovat, resp. uniknout
imunitnimu systému organizmu, ve kte-
rém se nador vytvofil [3,35].
Tridimenzionalni (3D) kultiva¢ni mo-
dely fadu vyse zminénych vlastnosti
splnuji a predstavuji tak atraktivni na-
stavbu testovani cytotoxicity i efektiv-
nosti a bezpec¢nosti novych lé¢iv v 2D in
vitro podminkach, a v fadé aspektd do-
konce prekondvaji experimenty na zvire-
cich modelech [37]. Zavedeni 3D in vitro
modelU tak jednoznacné vedlo k elimi-
naci malo Ucinnych protinddorovych
1ékd a redukci poctu experimentl na zvi-
fecich modelech [38-40].
3D bunécné kultury jsou pokusem o si-
mulaci prostredi tkani, ve kterych jsou
bunky mezi sebou spojeny, interaguji
spolu a reaguji na podnéty z okoli [41].
Existuje celd fada variaci 3D modeld.
Dnes jiz klasickym a nejjednodussim 3D
modelem jsou tzv. multicelularni sfé-
roidy (MCS), ve kterych se adherentni
nadorové burky shlukuji do aGtvard pri-
pominajicich koule. Béhem pfipravy
sféroidli je mozné vyuzit syntetické
bunécné leseni nebo prirozenou schop-
nost bunék produkovat extracelularni
matrix (ECM). Pro vytvoreni MCS jsou kri-
tické 3 etapy:
1.Vazba dlouhych fetézcl ECM tvofi-
cich vldkna na integriny nachazejici
se na buné¢ném povrchu, coz umozni
pfiblizeni bunék rozptylenych v sus-
penzi a zajisti tvorbu agregatu. Bu-
nécné shlukovani pak aktivuje expresi
kadhering.
2.Kadheriny jsou nasledné akumulo-
vany na bunééném povrchu.
3. Dochazi k vytvoreni mezibunécénych
homofilickych vazeb kadherin-kadhe-
rin, ¢imz vznika MCS [42].

Dulezitym krokem k vytvoreni MCS je
taktéz nutnost kultivovat bunky v pro-
stiedi, kde je adhezivita mezi burkami
silnéjsi nez prilnavost bunék k substratu.
Z toho dlvodu se vyuzivaji kultiva¢ni
desky se specidlnim nepfilnavym povr-
chem, pfipadné se pouzivd metoda vi-
sici kapky, agita¢ni michani nebo elek-
tricky/magneticky indukovana tvorba
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Obr. 1. Schematické zobrazeni rozdilG 2D a 3D kultiva¢nich metod.

Nadorové buriky kultivované ve 2D podminkach jsou pfichyceny k plastovému podkladu, vykazuji stejnou miru proliferace, jsou rov-
nomérné vystavené pusobeni latek z vnéjsiho prostredi a interaguji se sousednimi burikami pouze malou ¢asti svého povrchu. Naopak
bunky kultivované ve 3D kultiva¢nich podminkach vytvafi nékolik zén dle schopnosti proliferovat — zénu proliferace, zénu quiescence
a nekrotické jadro. Takto uspofddanym nadorovym bunkdm je umoznéno vytvaret mezibunééné interakce a interagovat s okolnim extra-
celularnim matrixem (ECM). Kultivace bunéc¢ného sféroidu rovnéz simuluje vytvoreni gradientu léciv, ristovych faktord, plyna a dalSich

produktl metabolizmu. Rlizna mira hypoxie a hladovéni se pak promita ve zvysené rezistenci k podavanym lécivaim.

MCS [43]. Na naSem pracovisti se nej-
castéji pouzivd metoda visici kapky -
bunky se nanesou v kapce na vicko kulti-
vacni nddoby a po jejim otoceni vznikne
kapka. Bunky zde nemaji moznost pfi-
sednout k povrchu a vytvareji MCS ve
spodni ¢asti kapky na rozhrani kultiva¢-
niho média a vzduchu.

Dalsi moznosti pfipravy 3D kultur je
vyuziti trojrozmérnych polymernich le-
Seni. Nejcastéji se pouzivaji pfirodni
hydrogely, jako je Matrigel (gelova smés
protein( extracelularni matrix) nebo ko-
lagen, které soucasné simuluji pfirozené
vytvareni spoji mezi nadorovymi bun-
kami a ECM, ktera rovnéz vyznamné
ovliviuje bunécénou signalizaci [44,45].

Spolecna kultivace nddorového 3D sfé-
roidu s dalSimi burikami jiného typu
(napf. endotelidlni bunky, fibroblasty
apod.) umoznuje kopirovat vliv nado-
rového mikroprostiedi na progresi na-
dorového onemocnéni [46]. Oproti na-
dorovym burikdm majicim pfi kultivaci
v monovrstvé na Petriho misce plochy
Jrozprostfeny” tvar, vykazuji bunky tvo-
fici sféroid morfologii, kterd mnohem
vérnéji kopiruje morfologii bunék uvnitf
nadoru, ze kterého byly odvozeny [47].
Dale buriky kultivované v monovrstvé
proliferuji v podstaté rovhomérné, za-
timco vytvofenim bunééného sféroidu
dochazi ke vzniku rozdilnych zén tvore-
nych bunkami v rlznych fazich bunéc¢-

ného cyklu, s ¢imz je spojena i rozdilna
rychlost proliferace [48,49]. Rovnéz do-
chazi k vytvoreni gradientu Zivin, rdsto-
vych faktor(, l1éCiv, plynd a dalSich meta-
bolickych produkt( a ke zménam v pH,
které charakterizuji nador in vivo. Na-
opak buriky v 2D modelech jsou rovno-
mérné vystavené pusobeni latek, zivin,
rlstovych faktoru a léciv nachazejicich se
v kultiva¢nim médiu (obr. 1). Napodobo-
vani této vlastnosti nadoru in vitro mize
mit ve svém dusledku nejen stimulacni
nebo inhibi¢ni efekt na progresi nadoru,
ale soucasné se muze podilet i na ucin-
nosti terapie a odpovédi na ni [37,50].
Navic bylo prokdzano, ze v nadorové
tkani dochazi vlivem hypoxie, hlado-
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véni (z dvodu zhorseného zdsobovani

zivinami) a snizeného pH k indukci ex-

prese proteinll spojenych s rezistenci

k chemoterapii, napf. MRP1 (multidrug

resistance protein) nebo LRP (lung resi-

stance-related protein) [51,52].

Rozdily v intenzité proliferace spolu

s vytvofenim gradientu v distribuci |é-

¢iva jsou hlavnimi davody, pro¢ jsou na-

dorové buriky kultivované v 3D modelu
zpravidla vice rezistentni k chemoterapii

v porovnani s tymiz bunkami kultivova-

nymi v monovrstvé [53-55]. Pfikladem

muze byt:

1. Dvojnédsobné snizeni citlivosti bunék
melanomu kultivovanych v 3D pod-
minkachvzhledem k plisobeniNPrCAP
(4N-acetyl-4S-cysteaminylfenol) [56].

2. Snizeni cytotoxického uUcinku pakli-
taxelu o 20-40 % u epitelidlnich ova-
ridlnich bunék kultivovanych ve 3D
modelu v porovnani s bunkami kulti-
vovanymi ve 2D podminkach [54].

3.Vyznamné snizend ucinnost viech ¢tyf
bézné pouzivanych modalit pii [é¢bé
kolorektalniho karcinomu (colorectal
cancer - CRC) — melfalan, 5-fluorou-
racil, oxaliplatina a irinotekan - u bu-
néc¢né linie HCT-116 odvozené od CRC,
kultivované ve 3D sféroidech v porov-
nani s burikami ve 2D kultiva¢nim mo-
delu, u néhoz byly tytéz latky vyrazné
efektivné;jsi [55].

Kli¢covou ulohu pfi odpovédi na tera-
pii hraji lokalizace a exprese bunécnych
povrchovych receptorl spolu s bunéc¢-
nymi signalnimi drahami, jejichz akti-
vita se znac¢né lisi pfi porovnani 2D a 3D
modeld, byt jsou tvofeny plvodné stej-
nymi burikami. To Gzce souvisi se skutec-
nosti, ze bunky kultivované ve 2D mo-
delech mohou byt citlivéjsi k podavané
terapii, nez je tomu ve skutec¢nosti [57].
Soucasné pak muze nastat i opacna si-
tuace, kdy jsou k terapii senzitivni pouze
bunky kultivované v 3D modelu s tim, ze
in vitro 2D model poskytuje faleSné ne-
gativni vysledky.

Prestoze testovani chemosenzitivity,
resp. chemorezistence zalozené na troj-
rozmérnych kultivacich teprve vstupuje
do povédomi odborné vefejnosti a vét-
Sina experiment( byla provedena pro-
zatim jen s ustavenymi nadorovymi
bunéénymi liniemi, v posledni dobé

se stdle hlasitéji o slovo hlasi pfiprava
a praktické vyuziti primarnich buné¢-
nych linii (tzv. primokultur) ziskanych
pfimo od pacientl. Jednoznaéné se
jedna o krok smérem k rozvoji persona-
lizované mediciny. Kondo et al [58] ve
své studii uspésné izolovali buriky z CRC
od fady pacientl a pfipravili z nich 3D
kultury in vitro, které vérné kopirovaly
vlastnosti nadoru in vivo. Nasledné na
3D sféroidech analyzovali chemosen-
zitivitu a aktivaci signalnich drah. Po-
dafilo se jim prokdzat, Ze odpovéd na
terapii 5-fluorouracilem (5-FU) je indivi-
dudlni. U t¥i pacient byl rdst sféroidd
inhibovan uz pfi koncentraci 0,1 pg/ml,
zatimco ve dvou pfipadech ani koncent-
race 10 pg/ml nebyla dostate¢né ucinna,
aby dochazelo k inhibici ristu sféroidd.

Vzhledem k obrovskému pfinosu 3D
kultur je v soucasné dobé hlavni snahou
ve vyzkumu novych protinddorovych
Ikl plnohodnotné zaclenéni trojroz-
mérné kultivovanych nadorovych orga-
noid( do preklinického ,highthroughput”
screeningu léciv. S tim Uzce souvisi vyvoj
obecné platnych postupd pro pfipravu
téchto 3D kultur, jejich management
a testovani citlivosti k 1é¢bé, které musi
byt aplikovatelné napf¥i¢ viemi svétovymi
laboratofemi. Jednou z prvnich vlastovek
by mohla byt pfiprava uniformnich re-
produkovatelnych sféroid(i v 384 jamko-
vém formatu pomoci metody visici kapky.
Tato metoda je plné kompatibilni s au-
tomatizovanymi robotickymi systémy
bézné vyuzivanymi pfi velkokapacitnim
screeningu léciv a byla nedavno Uspésné
vyuZita pii testovani citlivosti riiznych 3D
kultur k 5-fluorouracilu [59].

Vyznamnym aspektem souvisejicim
se zdomacnénim 3D kultur v aplikova-
ném vyzkumu zaméfeném na testovani
ucinnosti novych nebo jiz dfive pouzi-
vanych |éciv pfedstavuje po jejich zave-
deni a optimalizaci také automatizace,
jez by umoznila rutinni vyuziti 3D kul-
tur v bézné praxi pfi vyzkumu jednotli-
vych nddorovych onemocnéni. Jako ilu-
strativni pfiklad mohou slouzit neddvno
vytvorené platformy pro studium bio-
logie nadorovych kmenovych bunék zis-
kanych z ascitu od pacientek s karcino-
mem vajecniku [60].

Nemaly vyznam je téZ kladen na vyvoj
metodik vedoucich k vytvareni sféroidd,

které by byly reprodukovatelné, snadno
proveditelné a pfitom cenové dostupné.
Jednou z moznosti mohou byt modi-
fikace dfive pouzivanych metod, napf.
analyza schopnosti nadorovych bunék
tvorit kolonie po expozici lécCivu, ktera
byla jiz uspésné prevedena do 3D for-
matu a nyni je ve stavu vyvoje plné au-
tomatizovaného systému [61]. Nedavno
byla publikovéna studie, v ramci které
se podatilo pfipravit platformu pro jed-
noduché a soucasné kvantitativni testo-
vani chemosenzitivity bunék v 3D for-
matu [62]. Byla viak pozorovana rdzna
mira Uspésnosti tvorby sféroidd pohy-
bujici se v rozmezi 50-99 % [63].
Hlavnim pfinosem testl chemosenzi-
tivity je predikce citlivosti k planované
[é¢bé a s tim spojena selekce pacient(,
ktefi budou z 1é¢by profitovat. Péknym
pfikladem je tzv. CD-DST (Collagen gel
Droplet-embedded culture Drug Sen-
sitivity Test), ktery byl vyvinut jiz pfed
20 lety [64], av3ak jeho pfednosti v tes-
tovani chemosenzitivity riznych nadort
se vyuzivaji i v soucasnosti. CD-DST byl
vyuzit k predikci rezistence pacientl
s hepatocelularnim karcinomem k stan-
dardné podévané lé¢bé a v souvisejici
klinické studii umoznil pomérné spo-
lehlivé stanovit, ktery z pacientd bude
z adjuvantni chemoterapie skute¢né
profitovat [65,66]. Jen v roce 2017 bylo
publikovano hned nékolik praci, které se
zabyvaly aplikaci CD-DST u dal3ich ma-
lignit, jako je karcinom dutiny ustni, plic
nebo nadory traviciho traktu [65,67,68].

Predikce chemosenzitivity

s vyuzitim in vivo modelt
Historicky tento pfistup vychazi z tzv. xe-
nogennich (xenograftovych) modeld,
kdy je nadorova linie (vétSinou lidska)
transplantovana imunodeficitnimu xe-
nogennimu pfijemci. Nej¢astéji se jedna
o athymické Nu/Nu mysi (chybi brzlik,
neprodukuji T bunky) nebo SCID mysi
(severe combined immunodeficiency
disease), které nesou autozomalné re-
cesivni mutaci SCID zpUsobujici tézkou
kombinovanou imunodeficienci (chybi
protildtkovd i T bunéc¢na imunita) a hod-
nocena je obvykle dynamika nadoro-
vého rlstu a parametry pieziti. V soucas-
nosti se pfi testovani chemosenzitivity
in vivo uplatiiuji zejména mysi modely,
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Obr. 2. Schematické zobrazeni pfipravy xenogennich mysich modeld.
Kousky resekované nddorové tkdané mohou byt pfimo vneseny do imunodeficitnich mysi, ¢astéji se vsak provadi homogenizace a ziskana
suspenze nadorovych bunék je nasledné aplikovana do imunodeficitnich mysi. Takto pfipravené xenogenni mysi modely pak mohou
slouzit bud'k ziskani vétsiho mnozstvi témér identické nddorové masy vhodné pro dalsi testovani, nebo v pfipadé dostate¢ného mnoz-
stvi nadorového materidlu jsou piimo vystaveny pulsobeni pfislusnych chemoterapeutik s cilem monitorovat citlivost nadorovych bu-

nék k testovanym lé¢ebnym modalitdm.

které vykazuji jesté vyssi stupen imu-
nodeficience v porovnani s klasickymi
xenogennimi modely. Typickym pfi-
kladem je kmen NOD (non-obese dia-
betic)/SCID, u néhoz nedochazi k rozvoji
diabetu, avSak mysi vykazuji snizenou
aktivitu NK (natural killer) bunék a vro-
zené imunity vibec, coZ az 10nasobné
zvysuje toleranci vaci lidskym hemato-
poetickym burikdm. Jinym piikladem je
inbredni kmen nesouci homozygotni
mutaci IL2rg-/- (interleukin-2 recep-
tor), kterd potlacuje tvorbu T a B lym-
focytd a brani vzniku NK bunék. Kfize-
nim téchto dvou kmen( vznikl hybridni
kmen NOD/SCID IL2rg-/-, ktery svymi
vlastnostmi umoziuje a zaroven vy-
znamné zvysSuje Uspésnost uchyceni
a rGstu nadorovych bunék, a dokonce
i dalSich lidskych tkani v¢. kmeno-
vych a progenitorovych bunék izolova-
nych z pupecnikové krve nebo kostni
diené.

Imunodeficitni mysi nesouci lidské
xenogenni nadory predstavuji velice
uc¢inny nastroj v ramci preklinickych stu-
dii zamérenych na screening potencial-
nich léciv a identifikaci potencialnich te-
rapeutickych cil(. Soucasné mohou byt

i pfimo vyuzity v rdmci konceptu tzv.
personalizované terapie. Zjednodusené
jsou nadorové bunky/tkdné jednotli-
vych pacientl vneseny do vhodnych
imunodeficitnich mysi, kterym jsou na-
sledné podavany protinddorové [é¢ebné
modality s cilem vybrat co nejvhod-
néjsi 1ék, pfipadné kombinaci vybranych
1éka.

Metodicky jsou xenogenni mysi mo-
dely pfipravovany vnesenim malého
kousku nadoru nebo bunécné sus-
penze ziskané z krve pacienta ¢i ex-
cizi nddorové tkané. Pfi tomto procesu
je bezpodminecné nutna sterilita vna-
Sené tkané [69]. Nadorové buriky nebo
kousky tkané byvaji ¢asto pred vlastni
injikaci do mysi smichany s Matrigelem,
ktery zefektivni rlst xenogenniho na-
doru a pfispiva k udrzeni pavodniho fe-
notypu nadoru. Ze stejného divodu by-
vaji nadorové buriky ¢asto koinjikovany
s dalSimi bunikami, napft. endotelidlnimi,
stromalnimi, fibroblasty apod. V pfipadé
malého mnozstvi vstupniho materidlu je
nadorovy material implantovan subku-
tdnné do omezeného poctu mysi. Jak-
mile jsou xenogenni nadory dostate¢né
veliké, jsou odebrany a je z nich pfipra-

;e
=

vena bunécné suspenze, jez se nasledné
aplikuje do dalsi generace mysi.

Dalsi nemalou vyhodou xenogennich
mysich modell je moznost implantace
nadorovych bunék ¢i tkani dvéma zp0-
soby — ortotopicky nebo heterotopicky.
Hlavnimi vyhodami heterotopické im-
plantace je jednoduchost a snadné mo-
nitorovani rdstu nadoru, pficemz v pfi-
padé solidnich tumor( se vétSinou
jednd o subkutanni aplikaci, zatimco
v pfipadé krevnich malignit o aplikaci
intravenézni. Technicky mnohem na-
ro¢néjsi je ortotopickd implantace, pfi
které se nadorové bunky vnaseji do stej-
ného typu tkané, resp. orgénu, ze kte-
rého plvodné pochazeji. Tim se pro lid-
ské nadorové buriky vytvari privétivé;jsi
okolni mikroprostfedi, které mnohem
vérnéji simuluje vnéjsi nadorové milieu
v lidském téle. U ortotopickych implan-
taci je obvykle pozorovana zvysend inci-
dence metastdz, ¢ehoz Ize vyuZit k pre-
dikci ucinnosti 1é¢by metastatického
onemocnéni, pfip. k identifikaci bunéc¢-
nych populaci, resp. molekularnich bio-
markerd, které jsou s procesem vzniku
metastaz asociovany [70]. Xenogenni
mysi model Ize pfipadné vytvofit i z cir-
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kulujicich nddorovych bunék pochaze-
jicich z krve pacientd s nadorovym one-
mocnénim. Pfedpoklada se, Ze cirkulujici
nadorové buriky se oddélily z primar-
nich nddorovych lozisek a volné cirku-
luji ve vaskularnim systému, dokud se
neuhnizdi na pfihodném misté a neza-
¢nou nekontrolované proliferovat, aby
daly vzniknout sekundérnimu lozZisku -
metastazi. Takto pfipravené modelové
xenogenni systémy pak mohou slou-
Zit nejen k testovani chemosenzitivity,
ale obecné i ke studiu tumorigenicity
a k molekularni charakterizaci cirkuluji-
cich naddorovych bunék. Zjednoduseny
postup pfipravy xenogennich mysich
nadorovych modell je schematicky zna-
zornén na obr. 2.

Zaveér

Vzrastajici mnozstvi novych, pomérné
bezpecnych protinddorovych 1éki cile-
nych proti specifickym signélnim dra-
ham a procestiim i na subcelularni trovni
dava nadéji, Zze v drtivé vétsiné piipadu
bude k dispozici vhodny a dostatecné
ucinny lék pro daného onkologického
pacienta. V souc¢asné dobé kurativni on-
kologicka terapie obecné vychazi pre-
devsim z tradi¢nich klinicko-patologic-
kych parametrd, jako je histologicky typ
a rozsah (staging) nadorového onemoc-
néni. Toto pak m{ize byt dle typu nadoru
doplnéno dalsimi testy zamérenymi na
vybrané molekuldrné biologické de-
terminanty a genetickym vysetfenim
umoziujicim detekci specifickych mu-
taci. Znac¢né atraktivni moznost pak na-
bizi funkcni testovani, pfi kterém jsou
buniky pochézejici z biopsie daného
nadoru testovany ex vivo na citlivost
k potencidlnim |é¢ebnym modalitdm,
pricemz oSetfujici |ékaf pak mlze na z3-
kladé vysledku rozhodnout o vhodném
a co mozna nejucinnéjsim lé¢ebném
rezimu.

Na druhou stranu je viak tfeba si uvé-
domit komplexitu nadorovych onemoc-
néni, kdy se i v rdmci jednoho nadoru
muzeme setkat s vyraznou heterogeni-
tou a lécba aplikovana vc¢i dominant-
nimu bunéc¢nému klonu nemusi byt
vzdy dostatecné Gc¢inna vzhledem k dal-
$im minoritnim bunéénym populacim,
které se nachazeji v rdmci jednoho néa-
doru. Je tieba také vzit v potaz tzv. kme-

nové nadorové burky, které se obecné
mnohem méné déli, a jsou tedy i mno-
hem méné citlivé k chemoterapii a na-
sledné mohou byt pfic¢inou recidivy
onemocnéni.

V podstaté nejhorsi prognéza je v on-
kologii spojena s pfitomnosti vzdéle-
nych metastaz, které jsou také obvykle
hlavni pficinou umrti na onkologicka
onemocnéni. Pfi tvorbé metastaz do-
chazi k transformaci epitelialnich bunék
primarniho naddoru na mezenchymalni
bunky, které vykazuji mnohem agresiv-
néjsi fenotyp co do invazivity a schop-
nosti migrovat. Takto pozménéné burky
se mohou uvolnit do vaskulérniho sys-
tému a volné cirkulovat v téle, sou¢asné
se viak tyto bunky nachdazeji ve stavu
dormance, nebot maji transientné po-
zastaveny bunéc¢ny cyklus, coz zplso-
buje jejich rezistenci k systémové poda-
vanym cytostatikim. Po ukonceni l1écby
pak mize dojit k reaktivaci téchto bunék
a vytvoreni sekundarniho nddorového
loZiska.

V kontextu vyse uvedeného tedy ani
funkcni testovani provadéné komple-
mentarné s rutinnim klinicko-patolo-
gickym vysetfenim a dalSimi sofisti-
kovanymi molekuldrné biologickymi
metodami nemusi byt dostate¢né
a jasné naznacuje potrebu novych do-
stupnych individualizovanych pfistupt
umoznujicich komplexni vysetieni na
urovni jednotlivych pacientd.
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