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

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

proposed to be routinely estimated from each curve: EC |

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

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

Uvod

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

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

MozZnosti parametrizace kiivek davka - odpovéd’ pomoci
regresnich modela

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

[Rovnice 1]

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

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

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

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

- l : _ _
Typl

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

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

—————— P ey

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

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

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

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

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

m____ <IT

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

1yp YU

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

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

LR T Y

v oo

LR Y 2

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

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

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

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

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

Prehlednidnroyvch it wktsrich hvla.aolikavatginost rovy:

aktorialnim uspofadani 12 koncentraci pfi 4 - 6 nezdvislych opakovanich

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

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

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

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

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

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

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

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

A. Sigmoidni kiivka .
L2 fPrikiad: Topotecan/

0,0 HOS— y . .
1,01 1 10000 1000000

. Vicendzobnd kifivka divka - sdpovid®

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

1.0 1

Relativni Cetnost predivajicich bungk

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

0,0 .
0.0 3

" B. Hormesls model

fPiiklad: IS8/

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

D. Vicenisobna kifivka ddvka - adpovéd

141 /Peiklad: Carboplatina/

1,2 4
5O 4

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

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

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

Urcitéa tendence k tzv. Hormesis modelu - tedy stimulace systé-
mu v nizkych koncentracich latky je zfetelnd u celé fady cytosta-
tik, avSak nejcastéji se vyskytuje u cytostatik i¢innych az ve vys-
Sichkoncentracich (kortikoidy, Mitoxantron, kyselinabetulinovéa
a kyselina beta keto betulinovd) (Obr. 2). Statistickd vyznamnost
téchto zavislosti umoZiiujejejich analyzu regresnim modelem pro
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ziskani prahové koncentrace latek (Obr Ic). A¢koli mira projevu
stimulace v nizkych ddvkachje ujmenovanych cytostatik ¢astec-
né ovlivnéna designem testi (piedev§im poltem koncentraci tes-
tovanych pod prahovou urovni ldtky), samotnd piitomnost toho-
to typu zdvislosti mize byt vyznamnym projevem urcitého
mechanismu u¢inku (6).

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

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

% bunék piezi-

Analyza rovnici vajicich nejvyssi

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

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

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



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

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

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