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Souhrn: Chemoterapie zhoubnych nddord pfedstavuje jednu ze zdkladnich modalit 1é¢by lidskych neoplasii. Ve vétsi-
né piipadi je vSak volba farmak, jejich kombinace a davkovacischémata, zaloZena na empirickych zkuSenostech a vysled-
cich bezpoctu multicentrickych studif, aniz by byla respektovéna biologickd individualita nddoru a jeho nositele. Uka-
zuje se, ze zlepSeni lééebng'rch vysledki, ale i snizeni nezddoucich ti¢inku chemoterapie, muize lp()finést individualizovand
1éCba provddena na zéklad€ in vitro predikce rezistence, resp. citlivosti daného nddoru na spektrum cytostatik. V_préci
autofi podavaji piehled a charakteristiku in vitro metodik, které jsou vyuzivany pro vybér chemoterapeutik s piedpo-
kladanym terapeutickym efektem in vivo a které umoziiuji vyfadit I€ky na néZ je dany nddor rezistentni. Prce rovnéz
analyzuje ¢etné metodické a interpretacni problémy in vitro predikce protinddorové i¢innosti cytostatik, zejménav sou-
vislosti s klinickou validitou testt.
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Summary: Cancer continues to cause significant mortality and the use of standard cytotoxic chemotherapy has reached
a therapeutical plateau. Currently, the process of selecting chemotherapy is a source of trial and error neglecting
biological individuality of each tumor and its bearer. The improvement of treatment results is expected from ex vivo
drug sensitivity testing which may allow to choose the most effective drugs for individual patient and to exclude agents
to which the tumor cells exert resistance. The paper reviews current methods used to test index in vitro conditions the
sensitivity of tumors to a panel of anticancer agents. It also does a bit of thinking on some limitations and drawbacks of
gach teufhni_que. Special attention is paid to the clinical relevance of the individualized cancer therapy based on in vitro
rug selection.
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Uvod

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

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

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

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

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

Klonovaci metoda

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

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

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

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

bunék od pravych kolonii.

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

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

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

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

lika¢ni aktivity (9-11).

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

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

ki klonovaci metoda méla 90% piedpovédni hodnotu a MTT

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

naci obou metod.

Neklonovaci metody

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

Testy membrdnové integrity

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

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

MTT test

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

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

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

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

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

ATPtest

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

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

Histokultury

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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