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Souhrn: Pfedmétem studia bylo testovani rezistence nddorgvych bunék na cytostatika v in vitro podminkach cytotoxickym M T T tes-
tem. Studovany soubor obsahoval 745 solidnich tumorti. UspéSnost provedeni testu byla v nejvétsi mife ovlivnéna poctem vitalnich
nadorovych bunék, které se podati ziskat z dodaného materidlu, méné pak jeho piipadnou bakteridlni kontaminaci. VySetfeni bylo pro-
veditelné u 75.65 % pacientt s diagn6zou karcinomu prsu, u 92.41 % nemocnych s nddorem plic, 77.90 % pacienti s karcinomem jic-
nu a zaludku, u 79.66% nemocnych s kolorektdlnim karcinomem, v 76.62% malignich nddort mozku, 78.30 % pacienti se sarkomem
a 81.66 % ovaridlnlch nadorti. U zminénych diagnoz s dostateénym mnoZstvim pacientskych vzorkd vyéetfenych na jednotlivé cyto-
statika (> 10 vySetienych nadorti) byly tyto hodnoty podrobnéji analyzovény. U€innost testovanych I€ki v in vifro podminkdch pro jed—
notlivé nddory byla vyhodnocena pomoci TCS, (tumor cell survival 50 %) medidnu. Pacienti s TCS,, nad medidnem jsou povazova—
ni za rezistentni, pokud je individudlni hodnota T CS,, pod medidnem citlivosti pro danou dlagnozu jSOll hodnocenl]ako senzitivni.
NaSe predbézné data naznacuji rozdilnost profilu 1ékove citlivosti pacientii s riznymi nddorovymi onemocnénimi a nep¥fmo potvrzu-
ji rozdilnou mini in vivo odpovédi téchto 1€kl pouzitych v monoterapii.

Kli¢ovaslova: MTT-test, chemosensitivita, chemorezistence, mnohocetna 1ékova rezistence, solidni nadory

Summary: We have analyzed in vitro drug resistance in 745 solid tumors by means of cytotoxic MTT-assay. The successful
performance ofthe drug resistance assay, mainly depended on vitality of isolated tumor cells and/or their bacterial contamination. The
test was successfully performed in 75.65% patients with breast carcinoma, 92.41% lung carcinoma, 77.90% oesophageal and stomach
carcinoma, 79.66% colorectal carcinoma, in 76.62% malignant brain tumors and 78.30% patients with sarcoma. The sensitivities of
individual anti-cancer drugs with sufficient quantity of patient samples (>10) were analyzed in all above mentioned diagnoses. The
effectiveness of tested cytotoxic drugs under in vitro conditions for each carcinoma was determined by evaluating median of individual
TCS,, values (50% tumor cell survival). The patients with TCS, above median are drug resistant, while those with TCS,  below
median are considered as drug sensitive. Our preliminary data suggest for different drug sensitivity profiles of patients suffering from

various malignant diseases, indirectly confirming different in vivo response rates when those drugs are used in monotherapy.
Key words: MTT-assay, chemosensitivity, chemoresistance, multidrug resistance, solid tumors

UvVoD

Vybér nejucinnéjSich cytostatik pro individualizovanou chemo-
terapii na zdkladé prediktivnich in vitro testii se stivd na specia-
lizovanych pracovistich soucdsti klinické praxe. Mezi ¢asto pou-
zivané testy patfi pro svoji jednoduchost, piesnost,
reprodukovatelnost a cenovou pfijatelnost jiz fadu let MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazoliumbromid) test
(1). Mosmann byl prvni kdo popsal poloautomaticky kolorime-
tricky test na vyhodnoceni mitochondridlni dehydrogendzové akti-
vity v zivych butikdch (2). M T T testje také Siroce pouzivédn k tes-
tovani novych protinddorovych 1é¢iv na primdrnich nddorovych
buiikdchina stabilizovanych bunéénych liniich. Bohuzel dodnes
neni M T T test Siroce roz$iien v klinické praxi pro nékteré nevy-
hody této metody a pro nedostatek hodnotnych klinickych dat. Na
druhé strané fada studii prokazuje dobrou korelaci mezi in vitro
chemosenzitivitou a klinickou odpovédi nemocného na 1é¢bu in
vivo. Cilem piedkladaného sdélenije v krdatkosti ukdzat nékoli-
kaleté vysledky produkované nasi laboratofi, které ndm dnes jiz
umoziiuji odhadnout citlivost nemocného s danou diagnézou na
zakladé srovnanijeho individudlni hodnoty s medidnem citlivos-
ti pro danou diagnézu.

MATERIAL A METODIKA

Soubor pacienti

Tisic sedm set pacientskych vzorkd z riiznych ¢4sti Ceské republi-
ky bylo dovezeno a testovano v nasi laboratofi. Kostni dien, peri-
ferni krev nebo nddorové tkdné byly piivezeny v transportnim médiu
béhem osmi hodin po biopsii. V§echny vzorky byly testovanyjako
Cerstvé nadory. Histopatologické diagndzy byly stanoveny podle
standardnich postupil zaloZenych na cytomorfologii, histochemii,
imunohistochemii, imunofenotypizaci a cytogenetice.

M TT test

K analyze in vitro senzitivity nddorovych bunék na cytostatika byl
pouzit ffidenni M T T test. Suspenze vitdlnich nddorovych bunék
byla ziskdna z dodanych vzorkl pouzitim enzymatického traveni
a gradientovou centrifugaci na hustotnim gradientu Ficoll-Meta-.
trizodt (1,077 g/ml; Pharmacia, Svédsko). Buinkybyly dvakrét pro-
myvany v RPMI1 1640 [2 mM glutamin, bikarbonat sodny, penici-
lin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml)] (Sigma, USA). Po
druhém promyti byla bunétné peleta suspendovdna v kultivaénim
médiu [RPMI 1640 s 2 mM glutaminem bikarbondtem sodnym,
penicilinem (100 U/ml), a streptomycinem (100 pg/ml) (Sigma,
USA), 15% fetdlni hovézisérum (Biocom, CR), 5 pg/ml inzulinu
a 5 pg/ml transferinu] v koneéné koncentraci 1-2x10°/ml. 80 ml
bunétné suspenze bylo kapano do 96-jamkovych paneld obsahu-
jicich 20 ul vhodné nafedéného cytostatika. Nadorové buiiky byly
vystaveny plisobeni kazdého 1é¢iva ve dvou opakovdnich a v Ses-
tirdznych koncentracich po dobu tif dnti pti 37°C, 5% C0,. Kon-
trolni nddorové butiky byly kultivovdny bez pouziti cytostatik. Na
zdver kultivace bylo ke kazdé jamce pfidéno 10 pl M T T (5 mg/ml)
a inkubovéano dalSich Sest hodin. Zlutd tetrazéliova sil byla redu-
kovana na modry formazan pouze zZivymi butikami. Formazanové
krystaly byly rozpustény pomoci 100 pl 10% vodniho roztoku do
laurylsulfatu sodného (pH = 5.5) pies noc pti 37°C. Optickd den-
zita (OD) byla méfena pii 540 nm pomoci pfistroje Labsystem
iEM S Reader MF (UK). Pfezivani nddorovych bunék (tumorcell
survival, TCS) bylo vypoéitdno pomoci nasledujiciho vzorce:

TCS = (absorbance vjamkdch s cytostatiky/absorbance
v kontrolnich jamkach) x100

TCS™ hodnotaje koncentrace cytostatik letdlni pro 50% néddoro-
vych bunék a byla vypocitdana ze ziskanych kfivek ddvkové zavis-
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Obrizek 1: Individudlni hodnoty (Ctverecky) a jejich medidny (plna ¢ara) TCS, pro paklitaxel, cisplatinu, karboplatinu a vinorelbin
1 pacientii s uvedenymi nadorovymi diagnézami.
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Obrézek 2: Individalni hodnoty (Etverecky) a jejich medidny (plna Cara) TCS pro S-fluorouracil, daunorubicin, gemcitabin a vink-
ristin u pacientli s uvedenymi nadorovymi diagnézami.
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Tabulka l Spektrum lékiitestovanych a riznych malignich onemocnénich v pofadi dulezitosti

Typ Ca.plic Ca. prsu Ca. ovaria | Ca. kolorekta Lymfomy l\ri[;élfrnyi Cva' jicnu Sarkomy | Ostatni*
nadoru mozkn azaludku
rl)’gfieetmﬁ 178 91 60 65 81 45 50 69 278
Karboplatina | Daunorubicin Cisplatina | 5-fluorouracil Vinkristin BCNU S-fluorouracil Cisplatina w*
Paklitaxel Vinkristin Paklitaxel Oxaliplatina Prednisolon Vinkristin | Mitomycin C | Daunorubicin w*
Vinorelbin Cisplatina Karboplatina |  Gemcitabin Daunorubicin Prokarbazin Cisplatina Vinkristin #*
Cisplatina Paklitaxel Doxorubicin Topotekan Vepesid Vepesid | Daunorubicin Vepesid w*
Gemcitabin | 5-fluorouracil | Gemcitabin Cisplatina Asparagindza Cisplatina Bleomycin Aktinomycin *
Vepesid Karboplatina Topotekan | Karboplatina Bleomycin Paklitaxel | Karboplatina Paklitaxel w*
Docetaxel Docetaxel Vepesid Mitomycin C Kladribin Gemcitabin | Oxaliplatina Topotekan *
Doxorubicin Vinorelbin Vinorelbin | Daunorubicin | Dexamethason | Karboplatina Topotekan Dakarbazin *
Daunorubicin | Bleomycin Vinkristin Bleomycin  |Cytosinarabinosid | Dakarbazin | Gemcitabin Gemcitabin **
Topotekan | Gemcitabin | Daunorubicin Paklitaxel 6-thioguanin | Daunorubicin |  Paklitaxel Karboplatina **
Aktinomycin Topotekan Mitoxantron Vepesid Mitoxantron Aktinomycin Vepesid Docetaxel **
Vinkristin | Aktinomycin | Aktinomycin | Dakarbazin Flutarabin 6-thioguanin| Dakarbazin | 5-fluorouracil *

* - nddory pankreatu, Grawitz{iv tumor, neuroblastomy, zhoubné melanomy, jaterni nddory, nddory prostaty, Ewingtiv sarkom, atd.
** _ Cytostatika jsou v rizném potadi jejich pouziti pro kazdy nador a pacienta

Tabulka 2: Profil 1ékové citlivosti v in vitro podminkdch pro rtizné maligni nddory podle medidnti TCS ,, [mg/ml] (pocet testovanych vzorki

je uveden v zavorkach)

Zhour?lgikrhédory e?;ai{lilcdnkuu Ca.kolorekta Ca. plic Ca. prsu Sarkomy Ca.ovaria
S-fluorouracil 222 (9) 100.00 (22) 193.60 (43) 100.00 (12) 250.00(37) 80.30(18) ND
Cisplatina 8.92 (33) 9.97 (21) 8.70 (36) 9.58 (123) 9.86 (47) 10.13(55) 8.32 (53)
Karboplatina 24.60(24) 7.71(11) 14.99 (29) 18.28 (81) 17.64 (23) 21.61(21) 5.20 (36)
Aktinomycin D 0.115(24) ND 0.07(11) 0.04 (79) 0.085 (20) 0.27 (24) ND
Vinkristin 50.00 (34) ND ND 2.66 (94) 46.39 (40) 50.00 (39) 50.00(40)
Vepesid 50.00(34) 50.00(11) 50.00(18) 50.00 (103) ND 49.14(36) 50.00 (40)
Paklitaxel 13.22(29) 15.29 (15) 18.60(22) 15.22(131) 12.18 (45) 11.58(37) 13.82 (43)
Docetaxel ND ND ND 21.96 (66) 13.93(21) ND ND
Bleomycin ND 9.47(11) 50.00 (15) 46.93 (14) 50.00(19) ND ND
Doxorubicin ND ND ND 2.00 (73) 2.00(15) 2.00(15) ND
6-thioguanin 11.60(15) ND ND ND 11.60(15) ND ND
Daunorubicin 2.00 (24) 1.79(17) 1.44(28) 1.14(104) 1.10(49) 1.27(44) 1.06(42)
Dakarbazin 234.80 (20) 185.20(10) 226.70(16) 260.30(14) 192.80(10) 236.30 (25) ND
Gemcitabin 300.00 (25) 300.00(10) 118.40(32) 129.70(43) 91.53(14) 113.70(14) ND
Mitomycin ND 331 (21) 10.00(29) 3.47 (57) ND 2.47 (57) ND
Vinorelbin ND ND ND 8.37 (86) 50.00 (14) ND ND
Topotekan 0.47 (17) 25.41 (10) 2.36(31) 0.96 (74) 0.93 (15) 1.62(14) ND

ND - zatim nestanoveno s ohledem na maly pocet vySetfenych vzorki

losti. Skupinova statistika naméfenych dat byla provedena v pro-
gramu Prisma, verze 2.0.

VYSLEDKY

Celkem jsme analyzovali in vitro 1ékovou rezistenci u 745 solid-
nich tumort pomoci cytotoxického M T T testu na rozdilna proti-
nadorové 1é¢iva. Ve spolupraci s klinickymi pracovisti bylo vypra-
covano pofadi dilezitosti vySetfovani cytostatik pro jednotlivé
diagndzy, které respektuji slozeni rutinnich protokold, lokalni zvy-
klosti a také limitni moZnosti testii chemosensitivity, kde néktera
1é¢iva (napf. cyklofosfamid, methotrexat, interferon alfa) nelze in
vitro vySetfit (tabulka 1). Dle pofadi v této tabulce jsou u jednot-
livych diagndz prednostné nasazovana cytostatika v zavislosti na
mnozstvi dodaného klinického materidlu.

Uspésnost provedeni testi 1ékové rezistence hlavné zdvisela na

vitalité izolovanych nddorovych bunék a jejich piipadné bakteri-
alni kontaminaci. Test byl Gspésné proveden u 75.65% pacientt
s diagnézou karcinomu prsu, u 92.41% nemocnych s nddorem
plic, 77.90% pacientli s karcinomem jicnu a zaludku, u 79.66%
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem, v 76.62% malignich
néadori mozku, 78.30% pacienti se sarkomem a 8§1.66% nadorti
ovarii. Cést nddort spontdnné odumfela in vitro po nasazeni do
testu i v kontrolnich jamkach bez pouziti cytostatika a tato sku-
teCnost je sama o sobe povazovdna za dobry prognosticky znak.
Stiedni citlivostijednotlivych nddori a jejich medidny jsou zobra-
zeny v tabulce 2 a na obrazku 1 a 2.

DISKUSE
Z vysledkl uvedenych v tabulce 2, na obrazku 1 a 2 je zfejmad fada
zajimavych informaci. Vidime napiiklad, Ze cytostatika exporto-
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vand P-glykoproteinem jsou pomérné malo ti¢innd u nadort, kte-
ré vykazuji jeho vysokou expresi. Typickym piikladem je kolo-
rektalni karcinom ajeho relativni rezistence na vinca alkaloidy,
daunorubicin a paklitaxel. Naopak citlivost tohoto nddoru na
netransportovana cytostatika (derivaty platiny, gemcitabin) z{std-
va zachovana (tabulka 2, obrazek 1 a2). V podstaté Ize fict, Ze vin
vitro podminkach maji pomérné vyrovnanou citlivost napfi¢ riz-
nymi diagnézami nasledujici cytostatika: derivaty platiny, pakli-
taxel, daunorubicin, gemcitabin, mitomycin, topotekan, aktino-
mycin D. Vinca alkaloidy vykazovaly vysokou preferenci
k plicnim nadorim a navelbin také k nddortim ovaridlnim. Pfe-
kvapivé nizkou citlivost karcinomu prsu na vinkristin a vinorel-
bin, ale také 5-fluorouracil vysvétlujeme tim, ze velka Cdst vySet-
fenych nadort byla od klinicky rezistentnich pacientek, které
v minulosti vystfidaly nékolik rezimt chemoterapie.

Ve srovnani s dobrou u¢innosti daunorubicinu, byla efektivita
doxorubicinu minimalni s TCS™ nad 2 mg/ml (tabulka 2), i kdyz
nezanedbatelnd ¢ést pacientd byla na toto cytostatikum dobfe cit-
liva. Ze vzajemného porovnani Cisplatiny s karboplatinou vyply-
va obecné lepsi cytotoxicita Cisplatiny s vyjimkou diagndz karci-
nomu jicnu, zaludku a ovaria.

Ackoliv jsme zjistili pomérné dobrou u¢innost v in vitro podmin-
kéach pro inhibitor topoizomerazy II - daunorubicin, ti¢innost vepe-
sidubyla u solidnich nddort podstatné niz$i. Na druhé stran€, inhi-
bitor topoizomerazy I (topotekan) i dudlni inhibitor topoizomerazy
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I all (aktinomycin D) byly dobfe u¢inné napii¢ vétSinou diagnoz
(tabulka 2, obrazek 1 a 2). Bohuzel latky s dudlni inhibici topoi-
zomerazy I i II byvaji v klinické praxi pomérné toxické.
Stanoveni medidnovych hodnot pro jednotliva cytostatika a jed-
notlivé klinické diagndzy ndm umoznuje piesnéjsi predikci odpo-
védi in vivo. Predpokladdme lepsi klinickou odpovéd u nemoc-
nych, jejichz hodnota TCS™ se pohybuje pod medidnem citlivosti
a nadory téchto nemocnycn hodnotime jako in vitro sensitivni.
Nddorové buiiky od nemocnych s TCS,  nad medidnem citlivos-
ti oznacujeme jako rezistentni. Uvédomujeme si, Ze tato hodno-
tici metoda neni dokonald, ale pfi pfechodné absenci klinickych
tidajt je pravdépodobné to nejlepsi co mame k dispozici. Po ukon-
¢eni korelacnich studii s odpovédi in vivo bude mozné tyto refe-
renéni hodnoty pro citlivost/rezistenci dale upfesnit.
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