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Souhrn: Autoti uvad€ji orienta¢ni informaci o stupni chemoresistence in vitro u 60 primarné resekovanych bronchogennich karcinomd, kar-
cinomi kolorekta a sarkomii mékkych tkéni s vyuzitim technologie primokultivace a MTT testu. Primarni resistence explantovanych bunék
bronchogennich karcinomt se projevila v 8% piipadd u Cisplatiny, 33% u topotecanu, 40% u karboplatiny, 50% u vinorelbinu, 60% u vinkris-
tinu, 82% u paklitaxelu a ve vSech ptipadech u doxorubicinu, mitomycinu a fluorouracilu. Ze sledovanych kombinaci byla in vitro netcinngj-
§i kombinace Cisplatiny s topotekanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Z vysledk MTT testii in vitro u kolorektalniho karcinomu
vyplyva pfedev§im relativni dspéSnost platinovych derivati. Pomémé vysoka rezistence vii¢i zakladnimu cytostatiku 5-flurouracilu je zaraze-
jici, nicméné odpovidd oném 20% klinické ucinnosti nepotencovaného preparitu. 5 z 22 testovanych sarkomil (23%) vykazovalo polychemo-
rezistenci, tedy prezivani ve viech testovanych cytostatikich. U ostatnich byla nejnizsi chemorezistence zaznamenana pro aktinomycin D, topo-
tekan a cisplatinu. K doxorubicinu bylo resistentnich plnych 80% sarkomu. Zbyvé nejen ziskdvat vice zkuSenosti s timto individualizovanym
piistupem k indikacim chemoterapie, nybrz pfedevsim navodit klinickou diskusi o interpretacich prediktorti chemorezistence, véetné potieb-
nych korela¢nich klinickych studii.
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Summary: Preliminary information is presented on outcomes of in vitro MTT chemoresistance testing in 60 carcinomas of lung, colon and
rectum and soft tissue sarcomas. Primary chemoresistance could be observed in lung carcinomas in 8% for cisplatin, 33% for topotecan, 40%
for carboplatin, 50% for vinorelbine, 60% for vincristine, 82% for paclitaxel and in all cases for doxorubicine, mitomycin C and 5-fluorouracil.
The most successful combinations were cisplatin plus topotecan and cisplatin with vinorelbine. The platinum analogues were die most efficient
drugs in vitro also in colorectal carcinoma. The chemoresistance to S-fluorouracil approaching to 80% corresponds to some 20% effectivity of
this drug observed in clinical studies with standard 5- FU regimens. Five of twenty two soft tissue sarcomas showed chemoresistance to all tested
drugs. In remaining 17 cases the lowest resistance was reported for actinomycin D, topotecan and cisplatin. 80% sarcomas were resistant to
doxorubicine. Not only more experience in needed with this individualized approach to cancer chemotherapy, but also contribution of clinicians
on interpretation of testing and correlation studies of tailored chemotherapy.
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Uvod

Je-1i dany nddor vii¢i poddvanému cytostatiku resistentni, pak bez ohle-

du na statistické vysledky randomizovanych studii

a) nelze u daného jednotlivce ocekavat 1é¢ebny efekt,

b) pacient je zbyteCené otravovan toxickou latkou a trpi zcela zbytec-
né nezadoucimi tic¢inky,

¢) jde o neucelné vynakladani finanénich prosttedkii i sil zdravotnic-
kych pracovnikii,

d) priibéh onemocnéni mtize byt dokonce i zhorsen zbyte¢nym osla-
benim metabolismu a pfirozenych obrannych mechanismi nemoc-
ného, piipadné vznikem dalSich mutaci v naddoru, perturbaci jeho
proliferace a vyvojem neptiznivych diversiflka¢nich zmén.

Piimé testy chemorezistence jsou zaloZeny na expozici primarnich nebo
stabilizovanych kultur nadorovych bunék cytostatikiim in vitro a patii
k nim i standardni MTT test. Piesto, Ze fada testd chemorezistence je nabi-
zena i komer¢né, nejsou oficidlné akceptovanou soucdsti terapeutického
rozhodovani v klinické onkologii, je jim vytykana nestandardnost, roz-
dily v interpretaci, interlaboratorni variabilita metod i vysledkti. Klinic-
ka onkologie vSak ucinila dosud jen malo, aby pomohla tyto problémy
piekonat a sama vysla s kritérii pro jejich indikace a interpretace.

Pokusili jsme se o hrubou orientaci o stupni chemoresistence in vitro

resekovanych bronchogennich karcinomi, karcinomti kolorekta a sar-

komi mékkych tkani s vyuzitim technologie primokultivace a MTT

testu, kterd je zavedena v Laboratoii experimentalni mediciny v Olo-

mouci dr.Hajduchem.

Chemorezistence bronchogennich karcinomi

Chemoterapie pokro¢ilych bronchogennich karcinomti je dosud mélo
uspésnd. Z velkych piehledi vyplyva, Ze nejlepSich vysledki pii hod-
noceni procentem nemocnych prezivajicich jeden rok po 1é¢bé je dosa-
hovéno v monoterapii cisplatinou (24%) ¢i 1épe kombinacemi Cisplati-
ny s etoposidem (32-37%), s vinorelbinem (36%), s paklitaxelem
(32-39%) nebo s gemcitabinem (39%) (1). Minimalné dvé tietiny bron-
chogennich karcinomti jsou vsak k chemoterapii resistentni a 1é¢ba je
v téchto piipadech zbyte¢nou zitézi pro nemocného i zdravotni systém.
Miize byt pokladano za piekazky individualizovaného piistupu, Zev dobé
1écby pokroéilého onemocnéni jsou bronchogenm’ i jiné karcinomy malo-
kdy pristupné biopsil potfebného mnozstvi nadorové tkané.

Potiebné mnozstvi vitdlnich bunék bronchogennlch karcmomu pro
explantaci z fragmentdl nddorové tkané vétsich nez 1 cm’, trans-

ponovanych v kultivaénim médiu do laboratofe pfimo z opera¢niho salu
a disagregovanych do 34 hodin po odbéru, jsme ziskali u 12 ze 14 vySet-
fenych pripadt (86%). Podle vytéznosti bunék ze vzorku mohlo byt v tes-
tu nasazeno v nékolika koncentracich 3-11 cytostatik. Cisplatina byla
nasazena do testu ve vSech 12 pfipadech, paclitaxel 11, vinorelbin
a ostatni cytostatika v nejvice 8 piipadech. Primdarni resistence explan-
tovanych bunék bronchogennich karcinomii se projevila v 1/12 (8%)
u Cisplatiny, 2/6 (33%) u topotekanu, 2/5 (40%) u karboplatiny, 4/8 (50%)
uvinorelbinu, 3/5 (60%) vinkristinu, 9/11 (82%) u paklitaxelu a ve v§ech
(100%) ptipadech u doxorubicinu, mitomycinu, fluorouracilu a dalSich
u plicnich karcinomii méné uzivanych cytostatik.

Ze sledovanych kombinaci byla in vitro net¢innéjsi kombinace Cis-
platiny s topotecanem (50%) a Cisplatiny s vinorelbinem (43%). Sku-
te¢nd biologicka t¢innost je vsak nesporné nizsi, protoze jako citlivé
jsme hodnotili in vitro i ptipady omezené citlivosti, kdy ucinek cyto-
statik pfezivala ur¢itd mensi ¢ast (20-30%) populace nadorovych bungk.
Rezistentni subpopulace mohou byt Ié¢bou in vivo selektovany a i¢in-
nost chemoterapie je tak pouze docasnd, coz doklada ostatné i praktic-
ka klinicka zkuSenost. Rada klinickych rezistenci jde rovnéz na vrub
nedostate¢né koncetrace cytostatik v tkdni z diivodu variabilni vasku-
larizace nadoru a dalsich biomodula¢nich faktord.

Preference cytostatik v testech in vitro, tedy zvlasté Cisplatiny, zhruba
odpovida vysledkiim klinickych studii. Pokud bychom vsak uZivali
pouze chemoterapii na zdklad¢ statistické pravdépodobnosti, ziistane
naddle limitovana pouze tietinovou i¢innosti a ¢ast nemocnych ztraci
nad€ji na piiznivy efekt tieba statisticky malo pravdépodobného, indi-
vidudlng v§ak u¢inného cytostatika nebo kombinace. Cilem naseho sna-
Zeni je postupné korelovat vysledky testli in vitro s odpovédi na 1é¢bu
in vivo, aniz bychom zatim jakkoli ménili piijaté lécebné protokoly.
Ziskat tyto korelace je v§ak velmi obtizné z nékolika divodt: 1) tes-
tovany jsou piedevsim resekované nadory stadia I a II, ne vzdy nava-
zuje adjuvantni chemoterapie, pokud ano, trva zhodnoceni nékolik let
apro prtikaz je zapotiebi velkych soubort, 2) extrapolace vysledki tes-
ti ziskanych z primarniho nddoru pro srovnani s Ié¢bou nésledné reku-
rence nemusi byt relevantni, recidiva a pokrocily proces j sou vice diver-
gentni a ziejmé rezistentnéjsi, 3) v kratkodobém Ctyfdennim testu
chemorezistence mohou byt znevyhodriovana cytostatika, kterd pro
rozvinuti svého u¢inku vyzaduji masivni proliferaci nadorovych bunék,
a to jsou napiiklad mitotické jedy vinca alkaloidy a taxany, 4) biopsie
pokrotilych inoperabilnich nadort, byt miniinvazivni endoskopické
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a thorakoskopické, pied chemoterapii nebo béhem ni, nejsou dosud
pokladany za eticky opravnéné pravé pro chybéjici korelace testii s kli-
nikou, ¢imz se kruh uzavira v neprospéch individualizované 1é¢by.

Chemorezistence kolorektalniho karcinomu

Ucinnost pausalizované ¢ili standardni chemoterapie se pohybuje u kolo-
rektalniho karcinomu mezi 20-30%, jen vyjime¢né je o malo vyssi (2).

Z 33 kolorektalnlch karcinomi se podatilo bez kontaminace ziskat krét-
kodobou kulturu v 26 pfipadech. Podle vytéznosti bylo pro pét kon-
centraci hodnoceno 1-15 cytostatik, a to od zakladnich jako je 5-fluo-
rouracil, pfes platinové derivaty, inhibitory topoizomeraz, mitomycin,
mitotické jedy, antracykliny az po ostatni klinicky v terapii gastroin-
testindlnich nadorti neuzivané. Rezistence byla hodnocena jako abso-
lutni tehdy, piezivala-li v cytostatiku celd kultura bez problémti, nebo
relativni, avSak biologicky a klinicky patmé stejné vyznamna, kdy efekt
byl patrny pouze na ¢asti bunék.

V nésledujicim pfehledu uvadime zlomkem pocet rezistentnich nado-
ri k pocta testovanych, prvni zlomek pro kazdé cytostatikum plati pro
absolutni, druhy pro relativni chemorezistenci:

5-fluorouracil (20/25,23/25)

cis-platina (6721,7/21), karboplatina(10/19,11/19), oxaliplatina (4/6,5/6)
topotekan (6/17,14/17)

mitomycin C (15/19,16/19)

bleomycin (8/11,10/11)

dakarbazin (9/11,10/11)

gemcitabin (15/17,17/17)

doxorubicin (4/5, 4/5), daunorubicin (15/18, 17/18), aktinomycin
D (3/9,6/9)

vinkristin (7/8, 8/8)

vepesid (12/12,12/12)

paklitaxel (14/15,15/15).

Z vysledkt vyplyva piedevsim relativni UispéSnost platinovych deriva-
tti, které jsou u kolorektdlniho karcinomu patrné neprdvem piehlizeny,
nebot i klinické zkuSenosti kombinace FU a platiny jsou povzbudivé.
Vysoka rezistence vii¢i zakladnimu cytostatiku 5-flurouracilu je zard-
Zejici, nicméné se blizi oném 20% klinické tcinnosti nepotencovaného
preparatu. Neni ovSem vylouceno, Ze antimetabolity jsou ve srovnani
s platinovymi derivaty v kratkodobé kulture, kterd nerozvinula prolife-
raéni aktivitu, znevyhodnény. Na toto téma pokracuji experimenty i dis-
kuze o optimdlnim trvani testu a primokultury. Relativné dobrych
vysledki dosdhl in vitro i topotekan. Vyznamny je nélez, Ze z 21 kolo-
rektdlnich karcinom testovanych na 5 a vice cytostatik, byla pouze ve
dvou pfipadech nalezena plnd polychemoresistence, takze u 19 ptipa-
dti bylo vZdy mozno urcit alespon jedno potencidlné u¢inné cytostati-
kum. To snad dava perspektivu pro u¢innéjsi chemoterapii tailoringem
ipii vyuziti stavajiciho 1ékového arzendlu.

Chemorezistence sarkomi mékkych tkani

Chemoterapie je u sarkomd mékkych tkani velmi neuspésnd jak
v monoterapii, tak v kombinacich (3).

Explantaty sarkomd se podafilo pievést do primokultury u 22 z 29 piipa-
du, tedy s 76% tispésnosti. Podle buné¢nosti nadoru, respektive vytéznos-
ti bunék testovanych ve dvojicich pro Sest koncentraci kazdého cytostati-
ka spolu s kontrolami byly do testu nasazeny riizné pocty cytostatik z nize
uvedeného panelu. Minimdlng bylo testovano pét u sarkoml nejuzivangj-
Sich cytostatik, v priméru se podafilo testovat 9 cytostatik na jeden explan-
tat. Koncentra¢ni §kéla byla volena tak, aby zahrnovala klinicky dosazi-
telné koncentrace cytostatika v séru a minimalné jeden fad pod a nad tyto
koncentrace. Vysledky test( jsou shrnuty procentudlng v tabulce.

Zadny ze sarkomii nebyl citlivy na vSechna testovana cytostatika. Na-
opak 5z 22 sarkomti (23%) vykazovalo polychemorezistenci, tedy pie-
Zivani ve vsech testovanych cytostatikach. Absolutni rezistence zna-
mend, ze vSechny nddorové bunky piezivaly v cytostatiku v miie
srovnatelné s kontrolami bez cytostatika. Je velmi nepravdépodobné,
Ze pii aplikaci cytostatika, v némz buriky bez problému piezivaji in vit-
ro, by mohlo byt dosazeno efektu in vivo, tedy klinické odpovédi vez-
meme-li v ivahu dal8i problémy spojené s distribuci, dostupnosti a meta-
bolismem chemoterapeutika v organismu. Lze se domnivat, ze piima
interpretace absolutni chemorezistence z testu in vitro do klinické situ-
ace je mozna. Tuto otdzku je tieba ddle intenzivné studovat, zatim jsme
ovSem nezaznamenali ani u jinych nadorovych typi situaci, kdy by byl
pozorovan klinicky efekt pii nalezené chemorezistenci in vitro.
Slozit&jsi je interpretovat ¢asteCnou senzitivitu primokultury, respek-
tive pouze CasteCnou chemorezistenci. V daném cytostatiku pteziva
jen Cast bunék, ¢ast hyne. PfestoZze omezena citlivost znamend in vivo
ve skuteCnosti netc¢innost chemoterapie pierlistinim rezistentni sub-
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Tab.: Vysledky M T T testu chemoresistence in vitro u 22 sarkomi
mékkych tkani v %

Cytostatikum abs. rezistence | relat. senzitivita | abs. senzitivita
Doxorubicin 80 20 20
Daunorubicin 67 33 33
Actinomycin D 0 100 50
Cis-platina 35 65 45
Carboxy-platina 67 33 33
Vincristin 60 40 10
Paklitaxel 65 35 18
Docetaxel 80 20 20
Fluorouracil 67 33 33
Gemcitabin 70 30 0
Vepesid 87 13 13
Topotecan 0 100 63
Bleomycin 25 75 25
Mitomycin C 67 33 33
Dakarbazin 92 8 0

populace, nelze vyloucit, ze ¢aste¢ny efekt bude mit hodnotitelny pii-
nos tfeba v oddaleni progrese nadoru. Velkou opatmost je zatim tieba
projevovat pii interpretaci absolutni citlivosti, kdy in vitro hynou
v daném cytostatiku pii klinicky dosazitelné koncentraci vSechny nado-
rové buiky. Jak jiz bylo fe¢eno, nemusi byt in vivo dosazeno tak opti-
malni koncentrace v nadorové tkani ani dostate¢né doby kontaktu nado-
rovych bunék s cytostatikem. Klinickd ucinnost bude proto urcité
vyrazné niz8i nez testovand chemosenzitivita.

Ve vysledcich piekvapuje predevsim vysoka mira resistence na doxo-
rubicin, ktery je stéle u sarkomi nejuzivanéj$im cytostatikem. Na dru-
hé strané vSak nebyla jeho prokdzana klinicka ucinnost nikdy vyrazné
vy$8i nez pravé onéch 20%. Prekvapuje také vysoka resistence k dakar-
bazinu, ktery byl soucdsti diive uzivané cytostatické kombinace
CYVADIC. Nejvyssi absolutni citlivost byla in vitro zjisténa u akti-
nomycinu D, topotekanu a cis-platiny, které se ve starSich i novéjsich
klinicky uzivanych rezimech rovnéz objevuji.

Z tabulky je ziejmé, Ze nejnizsi podil resistentnich nadort se vyskytu-
je uaktinomycinu D, platinovych derivatti a inhibitoru topoizomeraz
topotekanu. Potvrzena se zd4 byt také vysoka ui¢innost aktinomycinu
D, ktery byl v rezimech chemoterapie u nddorti dospélého véku ziej-
mé nepravem vypustén. Naopak prekvapuje vysoka resistence viici
doxorubicinu, ktery je sice hojné, avsak ne zcela uspéSné pouzivan
u sarkomu v prvni linii. Celkové vysledky svéd¢i proti klasickému rezi-
mu CYVADIC a ve prospéch rezimu ICE.

Je tieba podotknout, ze klinickou odpovéd na cytostatika, kterd byla
v individudlnim MTT testu oznacena za neucinnd jsme v uvedeném
souboru 22 sarkomil nepozorovali, coZ podporuje uzite¢nost stanove-
ni chemorezistence in vitro jako bioparametru jakkoli je jesté tieba
dopracovat kvantitativni vyhodnocovani testd.

Zaver

Uvedli jsme piehled vysledkd dosazenych u tii typ( resekovanych zhoub-
nych nadort bez pfedchozi 1é¢by. Slo piedevsim o to dokumentovat, ze
tento postup je mozny u vysokého procenta piipadti a nabizi nendhodné
rozlozeni vysledk testti chemorezistence in vitro, jejichz validita je vSak
tieba teprve ovéfit ve studiich korelujicich nalezy s klinickym efektem.
Metodicky jde o postup naro¢ny, nikoli v§ak neproveditelny. Vize indi-
vidualizované chemoterapie je silnym podnétem k piekondvani inicidl-
nich piekazek spojenych jak s metodikou samotnou, tak i zménami v mys-
leni chirurgti, patologti a klinickych onkologg.

Zbyva nejen ziskdvat vice zkusenosti s timto piistupem, nybrz para-
lelné i navodit klinickou diskuzi k interpretacim prediktori chemore-
zistence. Nem¢la by byt jiZ primamé z chemoterapie vyloucena u dané-
ho pacienta ta cytostatika, vii¢i kterym vykazuje jejich nador in vitro
absolutni rezistenci? Nemély by byt testy chemorezistence brany v tiva-
hu aspon v piipadech relabujicich po pfedchozi netc¢inné chemotera-
pii, kdy dalsi rezimy jsou obvykle aplikovany nahodile a zkusmo?
Nezlepsl-li individualizovany piistup celkové Ié¢ebné vysledky, nesto-
ji za to ho vyuzit aspon pro negativni selekci a uchranéni nemocnych
zbyte¢né zatéze spojené s neucinnou chemoterapii?
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